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Chromosoma (Berl.) 12, 1—25 (1961) 


Aus dem Max Planck-Institut fiir Biologie, Tiibingen 


EIN BALBIANI-RING ALS LOCUS EINER SPEICHELDRUSEN- 
MUTATION * 
Von 
Wo.reanc BEERMANN 
Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 20. Dezember 1960) 


Vergleichende Untersuchungen an den Riesenchromosomen von Chiro- 
nomus haben gezeigt (BEERMANN 1952a), daB dem genetisch konstanten 
Querscheibenmuster je nach dem untersuchten Zelltypus und je nach 
dem Entwicklungs- oder Funktionszustand verschiedene ,,Spektren‘‘ von 
lokalen Strukturmodifikationen (,,puffs‘, Balbiani-Ringe) tberlagert 
sind. Dieser Zusammenhang wurde im Sinne einer differentiellen Akti- 
vierung der Gene interpretiert (vgl. BEERMANN 1959). Die Interpreta- 
tion steht und fallt mit der Annahme, daB das Anschwellen (puffing) der 
Querscheiben (Chromomeren) eine Steigerung ihrer Tatigkeit als Gen- 
orte anzeigt. Einbauversuche mit Tritium-markierten Nukleosiden (Uri- 
din, Cytidin) stiitzen diese Annahme (PELLING 1959, StrLin 1960). Die 
Puffs erweisen sich in den Autoradiographien der Speicheldriisen und 
anderer Organe als die hauptsachlichen Syntheseorte von hochmoleku- 
larer RNS. Mit gréBerer Berechtigung als bisher darf man deshalb die 
Puffs als diejenigen Gene ansehen, durch deren Zusammenwirken der 
Enzymhaushalt und damit der besondere Charakter der verschiedenen 
Zelltypen und Funktionszustande kontrolliert wird. Eine Méglichkeit, 
diese Beziehung direkt zu priifen, bieten die Methoden der klassischen 
Cytogenetik. Sie erlauben es, die Lage mutierter Gene in den Riesen- 
chromosomen genau zu bestimmen und auf diese Weise die genetische 
Bedeutung einzelner Querscheiben zu definieren. 

Wenn zwischen Puffs und Zellcharakter der geforderte genphysio- 
logische Zusammenhang wirklich besteht, so miissen sich alle Muta- 
tionen, die einzelne Eigenschaften oder Leistungen des untersuchten 
Zelltypus andern, in den Puffs des gleichen Zelltypus lokalisieren lassen. 
Dies gilt in besonderem Mae fiir solche Puffs, die wie die Balbiani- 
Ringe der Chironomiden-Chromosomen eine strenge Korrelation zur 
Organ- und Zelldifferenzierung aufweisen (BEERMANN 1952b, 1959; 
MECHELKE 1953), denn diese sollten als Gen-Loci Funktionen kontrol- 
lieren, die fiir den untersuchten Zelltypus besonders charakteristisch 


* Professor Franz SCHRADER zum 70. Geburtstag gewidmet. — Mit Unter- 
stiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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2 WoLFcGaNnG BEERMANN: 
sind, z. B. in den Speicheldriisen die Sekretproduktion. Eine technische 
Schwierigkeit scheint darin zu liegen, da8 Mutationen der Speichel- 
driisenfunktion oder der Funktionen anderer fiir cytologische Unter- 
suchungen geeigneter Organe (Malpighi-GeféBe, Darmkanal) in der 
Regel nur chemisch, als Anderungen der chemischen Zusammensetzung 
des Sekrets (oder analoger Stoffwechselleistungen) zu fassen sind. Zu- 
fillig ist aber in der Gattung Chironomus eine Mutation aufgetreten, 
die die Zusammensetzung des Speicheldriisensekretes in so charakteri- 
stischer Weise andert, da sich dies auch ohne chemische Analyse un- 
mittelbar am mikroskopischen Bilde des Sekrets erkennen lat. Die 
Klassifizierung der Phinotypen im Kreuzungsgang ist in diesem Fall 
nicht schwieriger als bei den gewéhnlichen morphologischen Mutationen. 
Im folgenden soll gezeigt werden, daB am Locus der Mutation in den 
Speicheldriisenchromosomen tatsichlich ein Balbiani-Ring gebildet wird. 
Fiir technische Hilfe danke ich Fraulein A. Regen; Herrn E. FREIBERG ist 
die sorgfaltige Ausfiihrung der Zeichnungen zu danken. 


Die ,,Sonderzellen* der Chironomus-Speicheldriisen 

Die Auswirkung der untersuchten Mutation beschrankt sich auf die 
,,Sonderzellen** der Speicheldriisen. Die Speicheldriisen der Chiro- 
nomiden-Larven gliedern sich allgemein in 2 Bezirke verschiedener Funk- 
tion (vgl. Abb. 1). Diese funktionelle Gliederung ist zuerst bei T'richo- 
cladius vitripennis und bei Acricotopus lucidus (beide zur Subf. Ortho- 
cladiinae) erkannt worden (BEERMANN 1952b, MECHELKE 1953), und 
zwar am Auftreten zweier Zelltypen mit verschiedenen Balbiani-Ringen, 
verschiedener cytoplasmatischer Feinstruktur und verschiedenem Sekret. 
Die Sonderzellen bilden einen geschlossenen, vom Hauptteil der Driise 
mehr oder minder abgesetzten kleinen Driisenlappen unmittelbar hinter 
oder neben dem gemeinsamen Ausfiihrungsgang der Driise (,,Vorder- 
lappen‘‘ bei MECHELKE |. c.). Ihr Sekret wird dem Sekret der ,,Normal- 
zellen*’ an der Einmiindung in den Ductus beigemengt. Die Anzahl 
der Sonderzellen ist allgemein gering, z. B. bei T'richocladius 6, gegen- 
iiber etwa 30 Normalzellen pro Driise. In der GroBe unterscheiden sich 
Sonder- und Normalzellen bei Trichocladius und Acricotopus kaum. 
Bei anderen Chironomiden kénnen erhebliche GréBenunterschiede vor- 
kommen, z. B. bei Cryptochironomus (BAUER 1936), dessen Sonderzellen 
die Normalzellen an Masse sicher um mehr als das Doppelte iibertreffen. 

Den Larven der engeren Gattung Chironomus (einschlieBlich Campto- 
chironomus) war bisher der Besitz eines aus Sonderzellen zusammen- 
gesetzten Driisenlappens abgesprochen worden (BEERMANN 1959). Das 
ist unrichtig. Die Sonderzellen sind hier von den Normalzellen nur 
schwerer zu unterscheiden und werden deshalb leicht iibersehen. In 
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Abb. 1. Speicheldriisen von C. tentans (links) und C. pallidivittatus (rechts). Oben: Sche- 
matische Umri&zeichnung mit Darstellung der 4 Sonderzellen. Sekretriume der Sonder- 
zellen bei C. pallidivittatus mit SZ-Granula. Unten: Photographien nach OsO,-fixierten 
und in Kanadabalsam ecingebetteten Totalpraparaten. Vergr.: Oben ctwa 40fach, 
unten 125fach 
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der Form und in der lichtoptisch erkennbaren Struktur ihres Cyto- 
plasmas, oft auch in der GréBe, sind beide Zelltypen annahernd gleich. 
Bei der Mehrzahl der untersuchten Arten (C. pallidivittatus, C. tentans, 
C. plumosus, C. annularius, C. luridus und bei weiteren 3 unbestimmten 
Formen) hebt sich deshalb der im Mittel aus 4 oder 5 Sonderzellen 
gebildete Driisenlappen vom Hauptteil der Driise (mit 30—40 Zellen) 
kaum ab (Abb. 1). Nur bei C. thummi (mit 5—6 groBen Sonderzellen) 





Abb. 2. C. pallidivitiatus, lebende Speicheldriise: Grenze zwischen Normal- und 
Sonderzellen. Sekret der Sonderzelle (rechts) mit SZ-Granula erfiillt. Phako 500fach 


ist der Gegensatz deutlicher ausgeprigt. Abgesehen von der rein topo- 
graphischen Kennzeichnung — als Zellengruppe dicht hinter oder neben 
dem Ausfiihrungsgang — bildet das einzige sichere Unterscheidungs- 
merkmal der Sonderzellen die Struktur ihres Sekrets. Bei allen Chiro- 
nomus-Arten (mit Ausnahme von C. tentans, s. unten) ist das Sekret 
der Sonderzellen von charakteristischen Sekretgranula erfiillt (Abb. 2 
und 3). Diese Granula (,,SZ‘‘-Granula) sind durch ihr Verhalten gegen- 
iiber Fixierungs- und Entwasserungsmitteln eindeutig definiert (Abb. 4). 
Im unfixierten Zustand erscheinen sie kugelrund und alle ungefahr 
gleich groB (Durchmesser etwa 2—3 wu in der lebenden Driise). Sie sind 
nur wenig starker lichtbrechend als die Sekretfliissigkeit, in welcher sie 
eingebettet liegen (Abb. 4a, b). Neben den SZ-Granula treten im Sekret 
der lebenden Sonderzellen in der Regel auch noch kleinere, stark licht- 
brechende Ké6rnchen auf, die mit den SZ-Granula wohl verkleben, aber 
nicht verschmelzen (vgl. besonders Abb. 4a). Sie bleiben im folgenden 
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unbeachtet, weil sie sich in fixierten Driisen nicht sicher nachweisen 
lassen. Die eigentlichen SZ-Granula dagegen sind auch in fixierten 
Praparaten in jedem Falle nachweisbar, und zwar, je nach der ge- 
wahlten Technik, in unveranderter Gestalt (Abb. 4d, e) oder mehr oder 
minder aufgequollen (Abb. 4g,h; Abb. 5). Diese Quellungsreaktion, 
durch die sich das Sonderzellensekret in einen Schaum verwandelt, ist 
fiir die SZ-Granula besonders charakteristisch. Sie wird merkwiirdiger- 





Abb. 3. C. Thummi: Sekretraum, Plasma und Kern einer lebenden Sonderzeile. Zwischen 
zahlreichen SZ-Granula kleinere, starker lichtbrechende Sekretkérner. 
BR SZ = Sonderzellen-Balbiani-Ring im 4. Chromosom. Phako 500fach 


weise durch hochprozentigen Alkohol hervorgerufen, und zwar nach 
Fixierung in Alkohol-Eisessig (3:1), Bouin-Allen (CrO,-Formol-Pikrin- 
siure-Essigsiure), Flemming (CrO,-OsO,), reinem OsO, und reinem For- 
mol. Eine dauerhafte Fixierung der SZ-Granula, die sie auch gegen 
Alkohol weniger empfindlich macht, erreicht man mit Karmin-Essig- 
siure oder besser mit Lanthanacetat-Essigsiure. Auf diese Weise sind 
die SZ-Granula auch in den zur Darstellung der Riesenchromosomen 
angefertigten Quetschpraparaten gut nachzuweisen (Abb. 4d, e). 

Die chemische Natur der SZ-Granula ist noch nicht aufgeklart. Auf 
die Polysaccharidreaktion nach Hotcuxiss (PAS-Reaktion) sprechen sie 
wie die tibrigen Komponenten des Speichels positiv an. Da bei Einbau- 
versuchen mit radioaktiv markierten Aminosiuren der Speichel stets in 
hohem MaBe (radioaktiv) wird (die Radioaktivitat ist nicht auswaschbar 
mit Wasser, Alkohol, Essigséure), so mu8 er eine Proteinkomponente 
enthalten. Das gilt wohl auch fiir die SZ-Granula, die demnach 
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Rava) hss: | hogan f 

_ ee : +s - b. vi A F 
Abb. 4a—i. Die granuliren Bestandteile des Sonderzellensekrets von C. pallidivittatus 
(a, d, g), C. tentans (c, f, i) und ihrer Bastarde (b, e, h). a—c: lebend, Phako 800fach. 
d—f: Karmin-Essigsiure-Priparate. Phako 1000fach. g—i: Nach Fixierung im OsO,-CrO, 
und Einbettung in Euparal bzw. Kanadabalsam. Phako, etwa 600fach. Naheres im Text 
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Mucoproteidcharakter besitzen wiirden. Uber die physiologische Be- 
deutung der SZ-Granula ist nichts bekannt. 

Bei genauerem Hinsehen finden sich nicht blo®B im Sekret, sondern 
auch im Plasma der Sonderzellen Merkmale, die sie von den Normalzellen 


nee 





Abb. 5. Sekretionszone der Sonderzellen von C. pallidivittatus (oben) und C. tentans (unten) 

im elektronenoptischen Schnittbild. P Plasma; WS Wabensaum (Sekretionsplasma); 

S Sekret; SZ gequollene SZ-Granula. OsO,-Uranylacetat. Vergr.: Oben 21000fach, 
unten 23000fach 


unterscheiden. Zwar ist im Innern der Zellen das elektronenoptische 
Bild der cytoplasmatischen Feinstruktur (nach OsO,- oder Formol- 
fixierung und der Herstellung von Diinnschnitten) bei beiden Zelltypen 
das gleiche: Es liegt in beiden Fallen ein typisches Ergastoplasma mit 
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zylindrischen Lamellensystemen und zahlreichen ihnen anhaftenden 
RNP-Partikeln vor, und in beiden Zelltypen sind Golgi-Kérper 
in gréBerer Anzahl hier und da in das Plasma eingelagert. Doch 
zeichnen sich die Sonderzellen durch den besonderen Feinbau der 
sezernierenden, also dem Driisenlumen zugewandten Zelloberflache 
aus. Diese weist eine Art submikroskopischer Réhrenstruktur auf, die 
sich je nach der Schnittfiihrung im Schnittbild als Streifung oder 
Wabenmuster darstellt (Abb. 5). Ein vergleichbarer ,,Wabensaum“ oder 
ein in anderer Weise auffallig differenziertes ,,Sekretionsplasma“ fehlt 
den Normalzellen vollig. Es ist bemerkenswert, daB dieses charakteri- 
stische Strukturmerkmal der Sonderzellen auch bei Chironomus tentans 
ausgebildet ist (Abb. 5, unten), obwohl diese Species, wie erwahnt, im 
Sekret der Sonderzellen keine SZ-Granula besitzt. 

Unterschiede im physiologischen Charakter der Sonder- und Normal- 
zellen werden (abgesehen von den Unterschieden in der Sekretzusammen- 
setzung) nur unter besonderen Bedingungen deutlich. Als solcher Unter- 
schied ist z. B. die Differenz im natiirlichen Farbton der beiden Zell- 
typen zu werten, die sich herausbildet, wenn Larven von C. pallidi- 
vittatus lingere Zeit in Pilocarpinlésungen (0,1 mg/ml) gehalten werden 
und dabei ihre Driisen vollig entleeren. Die Sonderzellen erscheinen 
dann ganz farblos, wahrend die Normalzellen ihre normale gelbliche 
Tonung beibehalten. Ein weiterer, zufalliger Befund spricht dafiir, daB 
auch pathologische Veranderungen sich differentiell manifestieren k6n- 
nen. Kin einzelnes Tier aus einer sonst normalen Kultur besaB eine 
Speicheldriise mit durchweg stark vakuolisierten Normalzellen; die 
Sonderzellen der gleichen Speicheldriise waren. unverandert. 


Die Sonderzellen von C, tentans und die genetische Grundlage 
ihres abweichenden Verhaltens 

Die Tatsache, daB das Sekret der Sonderzellen von C. tentans keine 
SZ-Granula enthalt, ist deshalb besonders interessant, weil sich C. tentans 
in dieser Beziehung nicht bloB von allen fernerstehenden Verwandten 
der Gattung, sondern auch von seiner Schwesterspecies, C. pallidivittatus 
unterscheidet. Hinzukommt, daB, von der einen Abweichung abge- 
sehen, die Sonderzellen von C. tentans in Bau und Verhalten sonst die 
gleichen Merkmale aufweisen wie die von C. pallidivittatus. Damit 
scheidet die, Méglichkeit, daB die Speicheldriisen von C. tentans etwa 
iiberhaupt keinen aus Sonderzellen aufgebauten Driisenlappen besitzen, 
von vornherein aus. Der Unterschied zwischen C. tentans und den 
anderen Arten muB, was die Speicheldriisen betrifft, vielmehr im wesent- 
lichen auf dem Verlust einer bestimmten Synthesefahigkeit der Sonder- 
zellen beruhen. 

Auch bei C. tentans ist das Sekret der Sonderzellen gewohnlich nicht 
frei von granularen Bestandteilen (Abb. 4c, f, i). Derartige Granula sind 
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jedoch stets gut von echten SZ-Granula zu unterscheiden, auch dann, 
wenn sie wie in den Artbastarden mit den SZ-Granula zusammen in 
der gleichen Driise gebildet werden (vgl. Abb. 4e). Das unfixierte 
Sekret der Speicheldriisen-Sonderzellen von C. tentans enthalt Gruppen 
von stark lichtbrechenden kugeligen Elementen wechselnder GréBe 
(Abb. 4c) und wechselnder Anzahl. Niemals sind diese Granula so 
haufig wie die SZ-Granula bei C. pallidivittatus. Ihre Natur ist un- 
bekannt: In mit Alkohol-Eisessig fixierten Praparaten sind sie nicht 
mehr sicher nachzuweisen, dagegen bleiben sie nach OsO,-Fixierung 
ohne nennenswerte Quellung erhalten, auch wenn anschlieBend Alkohol 
einwirkt (Abb. 4i). In tentans-Speicheldriisen, die mit Lanthanacetat- 
Essigsaure fixiert werden, zeigen sich charakteristische ,,hohle“‘ Granula 
im Sonderzellensekret, etwa von der GréBe echter SZ-Granula, aber 
von diesen deutlich unterschieden durch den Besitz einer Vakuolc 
(Abb. 4f). Es ist nicht ganz sicher, ob diese ,,hohlen“ Granula mit 
den in der lebenden Driise erkennbaren Sekretk6érnern identisch sind. 
In manchen Speicheldriisenpraparaten von C. tentans findet man iiber- 

haupt keine derartigen Elemente. 

Die Unfahigkeit der Sonderzellen von C. tentans, echte SZ-Granula 

zu sezernieren, muB, da es sich um ein konstantes Artmerkmal handelt, ° 
genetisch begriindet sein. Ob ein einzelner oder mehrere Mutations- 

schritte zu diesem Verlust gefiihrt haben, laBt sich zusammen mit der 

Frage, wo das oder die mutierten Gene liegen, durch genetische Experi- 

mente priifen. Angesichts der Tatsache, daB ein Species-Unterschied 

vorliegt, sind die Voraussetzungen fiir eine cytogenetische Analyse un- 

gewohnlich giinstig. C. tentans kann mit C. pallidivittatus gekreuzt wer- 

den, die Bastarde sind voll fertil, und die Chromosomen der beiden 

Species sind in jedem Arm durch eine oder mehrere artspezifische In- 

versionen markiert und gleichzeitig gegen Faktorenaustausch gesichert 

(BEERMANN 1955b). Austausch ist in der Regel nur im Bereich der 

Kinetochoren oder an den duBersten Chromosomenenden médglich, so 

daB praktisch stets ganze Chromosomenarme ausgetauscht werden. In 

einem solchen System ist die Zuordnung von Erbfaktoren zu Chromo- 

somenarmen relativ einfach. Man prift, welchem Chromosomenarm das 
Merkmal in seinem Erbgang folgt. Auch eine genauere Lokalisierung 
ist méglich. Sie muB sich allerdings beschranken auf die Unterscheidung 
dreier Regionen innerhalb jedes Chromosomenarmes, namlich (1) des 
proximalen, auBerhalb der artunterscheidenden Inversionen gelegenen 
Abschnittes bis zum Kinetochor, (2) des invertierten Abschnittes selbst, 
und (3) des distal an die Inversionen anschlieBenden Chromosomen- 
endabschnittes. Liegt das zu lokalisierende Gen im Bereich der In- 
versionen, so darf es von diesen nur ausnahmsweise (durch Doppel- 
austausch) trennbar sein; liegt es auBerhalb, so ist es von ihnen durch 
einfaches crossing-over trennbar, und man kann aus den Austausch- 








10 Wo.LrGanG BEERMANN: 


daten zusammen mit der jeweiligen cytologischen Situation von Fall 
zu Fall ermitteln, ob fiir den Genlocus eher der Kinetochorenbereich 
oder eher das Chromosomenende in Frage kommt. Auf diese Weise 
ist z. B. die Lage der geschlechtsentscheidenden Faktoren bei C. tentans 
und C. pallidivittatus bestimmt worden (BEERMANN 1955a). Eine prazise 

Genlokalisation bis auf die 
Tabelle 1. Sekrettypus der Sonderzellen und voll-  einzelne Querscheibe kann 
stdindige Chromosomenkonstitution! von 25 F,-Tie- wie bei anderen Organis- 


ren einer Kreuzung C. tentans x C. pallidivittatus : 
: ; men (z. B. Drosophila) nur 


























uehO Bind Bee Mibetes 14" mit = Hilfe experimentell 
erzeugter Chromosomen- 

l tt tp pp pp tp diol verlusks (Adlieiadion 
21 tt pp pp pp pp stiickverluste (deficiencies) 
31 tp tp pp pp pp + erreicht werden. Wie sich 
4] pp tp? tt tt tp : Sree Pa : : 
5 tte tp xf ne x zeigen wird, ist man dar- 
6 | tt t pp pp pp auf in der vorliegenden 
7 | tp pp pp pp tp besonderen Situation zu- 
Sack t t ‘ : : 
9 4 i a a A \ nichst nicht angewiesen. 
+ tp tt tp tp pp t Das Merkmal _,,SZ** 

tt t t t t ouee 
121 tt tp ns tp a (SZ-Granula vorhanden) 
13 | tt tt pp tp tp +} erweist sich in den Kreu- 
1} S 7 % a Mi zungen von C. tentans mit 
15 | tt tp pp pp tp t z Sane 
16 | tp tp tt tt tp 1 C. pallidivittatus formal 
17 |. tt tp tp tp tp + als dominant gegenitiber 
18 | tt tp tp tp tt ~ 117 << i 
| ke tt tt tt “ ,9Z‘‘, d. h. das Sekret der 
20 | tp tp pp pp tp | Sonderzellen von Bastard- 
a tt tp tp tp tp (+) larven enthalt stets SZ- 
22 tt tt t ++ 
23 od tp tp es ae Granula, wenn auch in 
24 | tp tp tp tp pp +4 geringerer Menge als bei 
25| tp | pp | tp | pp | & om C. pallidivittatus (Abb. 4b, 


1+—tentans, p= pallidivittatus. Der Uber- e. h). Die Lokalisierung des 
sichtlichkeit halber sind die intraspezifischen rezessiven Faktors_ ..sz“ 
Inversionen nicht mit aufgefiihrt. Die Konstitu- 
tion des Chromosoms | war bei allen 25 Tieren 
die gleiche, namlich Standard-p/In(t)k-1. Faktoren sz1, sz2 usw.) 
erfordert deshalb zunachst 

nichts weiter als die Suche nach F,- oder Riickkreuzungstieren, 
deren Speicheldriisen den Phainotypus SZ” (keine SZ-Granula) auf- 
weisen. Die Chromosomenkonstitution dieser Larven muB, verglichen 
mit jener der SZ*-Larven, unmittelbar zeigen, wie viele und welche 
Chromosomenarme an der Vererbung von ,,sz‘‘ beteiligt sind. Im ein- 
fachsten Fall, namlich bei monohybrider Vererbung von ,,sz‘‘, muB 
schon die Untersuchung weniger Tiere geniigen, um die Korrelation 
zwischen dem Erbgang von sz und dem Erbgang eines bestimmten Chro- 
mosomenarmes zu demonstrieren und statistisch zu sichern. Tabelle 1 


(bzw. der verschiedenen 
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gibt zur Veranschaulichung die vollstandige Chromosomenkonstitu- 
tion sowie den jeweiligen Speicheldriisenphanotyp von 25 Larven 
einer Bastard-F,, wieder. Nach diesen Daten ist die Vererbung von ,,sz“ 
eindeutig und vollstandig nur mit der Vererbung des kurzen (telokine- 
tischen) Chromosoms 4 korreliert, d.h. das mutierte Allel (bzw. der 
Allelenkomplex) ,,sz“ liegt im Chromosom 4 von C. tentans. Die Wahr- 
scheinlichkeit dafiir, daB die gefundene Korrelation im vorliegenden 
Beispiel nur auf Zufall beruht, ist geringer als 0,1% (1:2300). Alle 
weiteren Kreuzungen haben die Lage von sz im 4. Chromosom bestatigt 
(Tabelle 2). Unabhangig von der Art der Kreuzung (F,, F,, Riick- 
kreuzungen usw.) und unabhangig von der sonstigen Chromosomen- 
konstitution sind SZ-Granula in der Regel nur bei denjenigen Larven 
zu finden, die wenigstens ein Chromosom 4 von C. pallidivittatus (also 
das Allel sz*) besitzen. Ausnahmen lassen sich auf Austausch mit dem 
4. Chromosom von C. tentans zuriickfiihren (s. unten). Unmittelbar be- 
wiesen wird die Lokalisation durch fortgesetzte Riickkreuzung der 
Bastarde mit den Elternarten, und zwar bei Riickkreuzung mit C. tentans 
unter Selektion auf das pallidivittatus-4, und bei Riickkreuzung mit 
C. pallidivittatus unter Selektion auf das tentans-4. Dabei muB crossing- 
over durch die Verwendung des invertierten tentans-4, ’’In(t)4-1” (vgl. 
Abb. 6), ausgeschlossen werden. Diese Riickkreuzungen haben zu einem 
tentans-Stamm mit pallidivittatus-4 und zu einem pallidivittatus-Stamm 
mit tentans-4 gefiihrt. C. tentans mit pallidivittatus-4 (hetero- oder homo- 
zygot) ist erwartungsgemaB SZ, C. pallidivittatus mit tentans-4 (homo- 
zygot) erwartungsgemaB SZ-. 


Genauere Lokalisation des Gens sz innerhalb des Chromosoms 4 


In den Nachzuchten der Artbastarde (Tabelle 2) treten einige Tiere 
auf, die trotz Besitz eines pallidivittatus-4 keine SZ-Granula aufweisen 
(SZ-, 4tp), und umgekehrt Tiere, die kein pallidiviitatus-4 und doch 
SZ-Granula besitzen (SZ*, 4tt). Dies 1i8t auf die Méglichkeit des Aus- 
tauschs zwischen dem Locus von sz und den interspezifischen (art- 
unterscheidenden) Inversionen des 4. Chromosoms schlieBen. Der Aus- 
tausch ist direkt beweisbar (s. unten). Andere Erkliérungen werden 
den Daten nicht oder nur zum Teil gerecht. 

So ist z. B. die regelmaBige Beteiligung von weiteren Genen (Modifikatoren, 
Suppressoren) an der Auspragung des Merkmals SZ von vornherein wenig wahr- 
scheinlich, weil SZ klar monohybrid spaltet (in Riickkreuzungen SZ+: SZ-= 74:85, 
in der F, SZ+:SZ-= 74:24) — es sei denn, die postulierten Modifikatoren lagen 
im 4. Chromosom selbst: Dann kénnten sie aber ohne Austausch nicht zum Auf- 
treten von Ausnahmetieren beitragen. Oder die Modifikatoren waren zwar iiber 
das ganze Genom verstreut, aber so schwach, daB erst beim Zusammenwirken 
zahlreicher oder aller dieser Faktoren der Phanotypus umschlagen wiirde: Dann 
diirften Ausnahmetiere nur sehr selten vorkommen (vgl. S. 19). Durch Modi- 
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fikatoren kénnen also héchstens Anderungen der Haufigkeiten der beiden Aus- 
tauschklassen zustande kommen, und zwar, wie die Diskussion weiterer Ergeb- 
nisse noch zeigen wird, wahrscheinlich allein zugunsten der Klasse ,,SZ-, 4tp‘. 
Eine andere Erklarungsméglichkeit fiir das Auftreten einzelner Ausnahmen bietet 
die falsche Klassifikation zweifelhafter Phanotypen. Auch sie wiirde sich héch- 
stens in einer leichten Verschiebung der Austauschdaten bemerkbar machen, 
wiederum zugunsten der Klasse ,,SZ-, 4tp‘‘. Dabei ist weniger an die Méglichkeit 
einer Verwechslung der SZ-Granula mit anderen Granula gedacht, die nur ganz 
selter gegeben ist, sondern vielmehr an Manifestationsschwankungen von SZ in 
Heterozygoten, die wohl zum Teil von Modifikatorgenen bestimmt sind (vgl. 
S. 19). Die Anzahl der SZ-Granula kann bei einzelnen Heterozygoten so gering 
sein, da die Abgrenzung gegeniiber dem echten SZ--Phanotyp schwierig wird. 
Auf diese Weise wiirden Austauschtiere mit dem Genotypus sz/sz+ (4tt) als solche 
nicht immer erkannt und Nichtaustauschtiere mit dem Genotypus sz/szt+ (4tp) 
gelegentlich fiir Austauschtiere von Phanotyp SZ- gehalten. Das Auftreten eines 
SZ--Tieres der Konstitution tb/p in einer Kreuzung, in welcher crossing-over 


Tabelle 2. Sekrettypus der Sonderzellen und Konstitution des Chromosoms 4 in ver- 
schiedenen Kreuzungen von tentans/pallidivittatus-Bastarden oder deren Nachkommen 























Konstitution 
des 4. Chromosoms 
der Nachkommen 
Kreuzungstypus Bezeichnung Konstitution und Sekrettypus 
(in bezug auf das |. der Kreuzungen des 4, Chromosoms der Sonderzellen 
4, Chromosom) im Protokoll der Eltern' 
tt tp pp 
SZ+/SZ-|SZ*|SZ-|SZt|SZ~- 
F, BXF, (2.9.58) | ta/p x ta/p 0} 3/14] 0] 8] 0 
BXF,,,c‘ ta/p x ta/p 1| 7/14] 1/3] 0 
BXFp,,c* ta/p x tb/p 0} 8/21; 1] 5] 0 
BXFy,,b“ tb/p x tb/p 0| 2] 6] 0] 2] 0 
Riickkreuzung | BXRp ta/p X pp —{—] 6] 0] 6] 0 
mit p 
Riickkreuzung | BXF,Rt ta/p x tt(bb) 1} 6;10; 1j}—j|— 
mit t BrxtT ta/p x tt(abundaa) | 1] 9/16} 5/—}]— 
(Bastard ta/p) | BXF,Rt tt(ab) x ta/p O; 4] 4) 1lj/— 
TxTB tt(ab) x ta/p 5 (26/25) 5|—|— 
T/BT x BT/T | tt(bb) x ta/p 0 |14/12) 4/—|— 
Riickkreuzung | T x BT tt(ab) x tb/p 0}12} 8} 1jJ—J— 
mit t é 
(Bastard tb/p) | BX Fon. &% tt( 5) x th/p 0 j12} 8] of —|— 
Alle Riickkreuzungen des Typus ta/p x tt, bzw. tt x ta/p 
zusammen 7 |59| 67/16 




















1 ta = Standard-t, th = In(t)4-1 


praktisch ausgeschlossen ist (Tabelle 2, zweitletzte Zeile), spricht fiir diese Még- 
lichkeit. Vielleicht beruhen auch die beobachteten Unterschiede in der Haufig- 
keit der beiden Austauschklassen (Tabelle 2) zum Teil auf derartigen Manifesta- 
tionsschwankungen. 

Unter Zugrundelegung der Riickkreuzungsdaten (Tabelle 2) ist die 
Haufigkeit des Austauschs (also der Rekombinationswert) zwischen sz 
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und den interspezifischen Inversionen des 4. Chromosoms maximal 15%, 
sowohl in Spermatocyten wie auch in Oocyten. Dabei scheint die Kon- 
stitution des pallidivittatus-4, das entweder in der Standardsequenz oder 
invertiert als In(p)4-1 vorliegen kann (Abb. 6), auf die Austausch- 
haufigkeit keinen Einflu8 auszuiiben. Dagegen ist der Austausch vdllig 
unterdriickt, wenn das tentans-4 die Inversion In(t)4-1 aufweist (Ta- 
belle 2; tiber das eine Ausnahmetier vgl. vorigen Absatz). Diese Daten 


BR2 
\ Ln (t}4-7 























“< & sist a 
il La(p}4-1 | 
BR2 BR1 BRI 


Abb. 6. Cytologische Karte des 4. Chromosoms von C. tentans (oben) und C. pallidi- 
vittatus (unten). Etwas verindert iibernommen aus BEERMANN (1955b). 
Erliuterungen im Text 


lassen folgenden Schlu8 zu: Das Gen sz mu8 auferhalb der inter- 
spezifischen (art-unterscheidenden) Inversionen, und innerhalb der In- 
version In(t)4-1 liegen (Abb. 6). Sein Abstand von der proximalen 
oder der distalen Grenze der interspezifischen Inversionen muB gro8 
genug sein, um einfachen Austausch in der beobachteten Hohe (ent- 
sprechend einer Chiasmafrequenz von 30%) zuzulassen. Die in Frage 
kommenden Bereiche des 4. Chromosoms sind (1) die Kinetochorregion 
(Region 1A bis 1 B der Chromosomenkarte, Abb. 6) und (2) ein gré8erer 
distaler Abschnitt, der etwa die Regionen 5A bis 6B umfaBt. Beide 
Bereiche sind lang genug, um in ihnen maximal 15% crossing-over 
unterzubringen, obwohl der distale Abschnitt als der langere von beiden 
mehr Moglichkeiten fiir die Chiasmenbildung bietet. Leider ist die 
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direkte Auszahlung von proximalen und distalen Chiasmen in der Meta- 
phase I der Spermatocyten technisch schwierig und auch wenig auf- 
schluBreich, weil die Spermien von Chironomus bei Inversionshetero- 
zygotie nicht alle gleichmaBig besamungsfahig sind (BEERMANN 1956). 
Die Frage, in welchem der beiden Bereiche der Locus von sz tatsachlich 
lokalisiert ist, scheint sich also ohne Experiment, d.h. ohne die Erzeu- 
gung weiterer Chromosomenmutationen (Inversionen, Translokationen, 
Defizienzen) nicht kléren zu lassen. 

Nun ist die Lokalisation des Genes sz in diesem Fall nicht Selbst- 
zweck. Sie soll vielmehr die Antwort auf die Frage erméglichen, ob 
am Locus von sz in den Chromosomen der Speicheldriisenzellen, und zwar 
der Sonderzellen, ein Puff und eventuell sogar ein Balbiani-Ring ge- 
bildet wird. Die Hoffnung, den Locus von sz in einem Balbiani-Ring 
zu finden, wird durch die Kreuzungsergebnisse bestarkt, denn gerade 
das 4. Chromosom ist in den Speicheldriisen von Chironomus durch den 
Besitz groBer Balbiani-Ringe ausgezeichnet. Man kann daher zunachst 
einmal fragen. ob einer der Balbiani-Ringe des 4. Speicheldriisenchromo- 
soms etwa in einer der beiden Regionen liegt, die nach den schon vor- 
liegenden Ergebnissen den Locus von sz enthalten kénnen, und ob 
dieser Balbiani-Ring, unabhangig von der Cytogenetik, irgendeine Be- 
ziehung zur Funktion der Sonderzellen erkennen 1a8t. Bisher waren 
im 4. Speicheldriisenchromosom von C. tentans und von C. pallidivittatus 
3 Balbiani-Ringe bekannt, namlich die zwei groBen ,,BR 1“ und ,,BR 2‘ 
und der etwas kleinere ,,BR 3°‘ (Abb. 6—10). BRI und BR 2 liegen 
im Bereich der interspezifischen Inversionen, scheiden also von vorn- 
herein aus der Betrachtung aus. Das Augenmerk richtet sich damit 
auf BR 3, der in der Region nahe dem Chromosomenende liegt. Diese 
Position wiirde mit den Austauschdaten fiir sz gut iibereinstimmen. 
Eine Beziehung zur besonderen Funktion der Sonderzellen, oder dar- 
iiber hinaus zu der abweichenden Funktion der Sonderzellen von C. ten- 
tans, ist aber nicht erkennbar. BR 3 findet sich (ebenso wie die beiden 
groBen Balbiani-Ringe) in allen Zellen der Speicheldriise, d. h. in den 
Normalzellen wie in den Sonderzellen, und nicht nur bei C. pallidi- 
vittatus, sondern auch bei C. tentans (Abb. 7—10). Dies allein wiirde 
zwar nicht ausreichen, um BR 3 von der Anwartschaft fiir den sz-Locus 
auszuschlieBen. Durch die Entdeckung eines weiteren, in seinem Vor- 
kommen auf die Sonderzellen beschrankten Balbiani-Ringes, ,, BR 4(SZ)*, 
scheidet jedoch auch BR 3 aus der Diskussion aus. 


Der Sonderzellen-Balbianiring ,,BR 4 (SZ) als Locus von ,,sz“ 
DaB sich die Chromosomen der Sonderzellen von Chironomus durch 
einen oder mehrere eigene Balbiani-Ringe von den Chromosomen der 
Normalzellen unterscheiden wiirden, war nach den Erfahrungen mit 
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anderen Chironomiden zu erwarten. Die Sonderzellenchromosomen sind 
allerdings kleiner und weniger iibersichtlich strukturiert als die der 
Normalzellen. Deshalb, und weil anfangs mit C.tentans gearbeitet 
wurde (in Unkenntnis der Ausnahmestellung dieser Art, s. unten), blieb 
der fiir die Sonderzellen von Chironomus charakteristische Balbiani- 
Ring: ,,BR 4(S8Z)‘‘ zunachst unbemerkt, auch nachdem die geneti- 





Abb. 7a—c. Chromosom 4 in Normal- und Sonderzellen der Speicheldriisen von C. pallidi- 
vittatus und C.tentans. a tentans, Normalzelle; b pallidivittatus, Sonderzelle; c pallidi- 
vittatus, Normalzelle. Karmin-Essigsiure, Phako. Vergr.: a 1250fach, b 1800fach, 

e 1450fach 


schen Untersuchungen zur Lokalisation von ,,sz‘‘ schon eingeleitet waren. 
Diese Untersuchungen haben selbst erst die Aufmerksamkeit auf die 
richtige Stelle im 4. Chromosom gelenkt. BR 4 (SZ) liegt in dem anderen 
Bereich des 4. Chromosoms, der auBer den distalen Abschnitten 5 und 6 
ebenfalls den Locus von ,,sz“‘ enthalten kénnte, naémlich proximal im 
Abschnitt 1 (Abb. 6 und 7). Bei der geringen Lange des proximalen 
Abschnittes 1 A—1 B kommt innerhalb dieses Abschnittes fiir den Locus 
von ,,sz‘‘ am wahrscheinlichsten eine Position in Frage, die méglichst 
weit von der proximalen Grenze der interspezifischen Inversionen ent- 
fernt ist — denn zwischen sz und den Inversionen sind, wie oben er- 
wahnt, 15% crossing over unterzubringen. Gerade in dieser Posi- 
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tion, d.h. unmittelbar am Kinetochor des 4. Chromosoms, liegt aber 
der Sonderzellen-Balbiani-Ring BR 4 (SZ): Die Kinetochorregion des 
4. Chromosoms erscheint demnach in den Sonderzellen von C. pallidi- 
vittatus regelmaBig zu einem Balbianiring aufgelockert (Abb. 7b). 
Dieser Balbiani-Ring ist ziemlich klein (kleiner als BR 3), aber selbst 
in schlechten Praparaten deutlich an der Aufhellung des sonst (d. h. in 
Normalzellen) dunkel gefarbten ,,Kopfes‘‘ des 4. Chromosoms zu er- 
kennen (vgl. Abb. 9). Den gleichen Balbiani-Ring zeigen die Sonder- 
zellen aller sonst untersuchten 
Chironomus-Arten (mit Aus- 
nahme von C. tentans, s. unten), 
oft allerdings in einer anderen 
Position, entsprechend der ver- 
anderten Querscheibenanordnung 


Tabelle 3. Korrelation zwischen Sekret- 
typus und Balbiani-Ring BR 4 (SZ) in 
den Sonderzellen von 4 verschiedenen 
Riickkreuzungsnachkommenschaften(Kreu- 
zungstypus 4tt x t/p oder 4t/p x tt) 

















nil ed eso des 4. Chromosoms (vgl. Abb. 3). 

SZ+ 501 0 8 Allein die Tatsache, daB der 
SZ- 0 472 1 i ‘ont Di 

3) “a : 3 Sonderzellen Balbiani. Ring an 

einer Stelle liegt, die zugleich 


BRt= (heterozygoter) Balbiani-Ring 


WR 4 (82) vorhanden; hieebei sank | 8, Locus der Sonderzellenmu- 


tation in Frage kommt, macht 


als ,,+‘‘ auch eine einfache Anschwellung 


die Identitat beider sehr wahr- 





(vgl. Abb. 9). 
1 Darunter 4 crossover-Tiere des Typs _scheinlich — jedenfalls wahr- 
szt/sz, 4tt. ' scheinlicher als die Identitat von 
2 Darunter 5 crossover-Tiere des Typs ; ; 
sz mit dem distal gelegenen 
8z/sz, 4 tp. 


Balbiani-Ring BR 3. Die Még- 
lichkeit eines Beweises ergibt 
sich aus der abweichenden Situ- 
ation bei C. tentans. In den Sonderzellen der Speicheldriisen dieser 
Species besitzt das 4. Chromosom namlich keinen Extra-Balbiani- 
Ring, ist also vom 4.Chromosom der normalen Speicheldriisenzellen 
nicht zu unterscheiden (Abb. 7a). Dies deutet auf eine einfache, 
vielleicht unmittelbare Beziehung zwischen dem Balbiani-Ring BR 4 
(SZ) und der Produktion von SZ-Granula hin, denn zugleich mit dem 
Balbiani-Ring fehlt ja den Sonderzellen von C. tentans auch die Fahig- 
keit, SZ-Granula zu bilden. Durch Kreuzungen von C. tentans mit 
C. pallidivitattus lat es sich leicht entscheiden, ob und in welcher Form 
ein derartiger Zusammenhang tatsachlich existiert. Hatten die beiden 
Phanomene, Balbiani-Ring und SZ-Granula, nichts miteinander zu tun, 
so muBte ihre Koppelung spitestens beim Auskreuzen der F,-Bastarde 
verlorengehen. Dies ist nicht der Fall. Immer wenn der Sonderzellen- 
Balbiani-Ring vorhanden ist, enthalt das Sekret der. Sonderzellen auch 
SZ-Granula (vgl. Tabelle 3). Die entscheidende Frage, ob diese Be- 
ziehung eine direkte ist — mit anderen Worten, oh BR 4 (SZ) selbst 


3 Vermerk im Protokoll: ,,héchstens 
spurenweise SZ-Granula*“‘. 
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der Chromosomenort ist, der die Entstehung von SZ-Granula kontrol- 


liert, wird durch das Verhalten des Sonderzellen-Balbiani-Ringes in 
Heterozygoten, z. B. in den F,-Bastarden, beantwortet. In Hetero- 


BR2 






pallidivittatus 


fentans 


Abb. 8. Chromosom 4 in Normalzellen (links) und Sonderzellen (rechts) der Speichel- 
driisen von Heterozygoten. ,,Kopf-an-Kopf-Paarung“ (vgl. BAUER und BEERMANN 1952) 
der beiden Partner am Kinetochor im Abschnitt 1A.- Homologe Abschnittsgrenzen ein- 
gezeichnet. Balbiani-Ring BR 4 (SZ) nur im pallidivittatus-Partner 
des 4. Chromosomenpaares der Sonderzellen 





Abb. 9. Heterozygoter Balbiani-Ring im Chromosomenpaar 4 aus einer Sonderzelle von 

C. tentans mit heterozygotem pallidivittatus-4. Der tentans-Partner traigt die Inversion 

In(t)4-1, daher ,,Tandem-Paarung“ (vgl. BAUER und BEERMANN 1952). BR 4 (SZ) = Puff 
in der Region 1A des pallidivittatus-Partners, sz homologe Stelle im tentans-Partner 


zygoten fiir das Gen sz ist BR 4 (SZ) ebenfalls ,,heterozygot“, d. h. der 
Balbiani-Ring wird nur in dem einen Partner des 4. Chromosomen- 
paares ausgebildet, der das Allel sz* tragt (Abb. 8 und 9). Die Entstehung 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 2 
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des Balbiani-Ringes wird also bei C. tentans durch eine Mutation im 
Balbiani-Locus selbst verhindert, und diese Mutation ist experimentell 
nicht trennbar von der Mutation sz. Lage die Mutation, die die Bildung 
des Balbiani-Ringes kontrolliert, nicht am Locus von BR 4 (SZ) selber, 
so sollte der Balbiani-Ring auch in den sz-Heterozygoten (sz/sz*) 
,homozygot, d.h. in beiden Partnern des 4. Chromosomenpaares in 


BRI 





Abb. 10. 4. Chromosom aus einer Sonderzelle (links) und einer Normalzelle (rechts) von 
C. tentans mit homozygotem crossover-4 (szt/sz+, 4tt) 


Erscheinung treten, wenn auch vielleicht in schwacherer Auspragung als 
bei sz*-Homozygoten. Einen solchen Fall von indirekter genetischer 
Kontrolle eines Balbiani-Rings hat MECHELKE (1960) beschrieben. 

Die Beweisfiihrung 148t sich noch weiter ausbauen. Wenn in den 
Sonderzellen die Anwesenheit eines Balbiani-Ringes am Kinetochor des 
4. Chromosoms das Allel sz*+ anzeigt, und das Fehlen dieses Balbiani- 
Ringes das mutante Allel sz, so muB dies auch im Falle von crossing- 
over gelten. Bei allen crossover-Tieren, deren Sonderzellenchromosomen 
eine Untersuchung dieser Frage erlaubten, hat sich das bestatigt (vgl. 
FuBnoten 2 und 3 in Tabelle 3). Damit ist zugleich das crossing-over 
selbst als Tatsache demonstriert. Tiere, deren Sonderzellen SZ-Granula 
produzieren, obwohl sie kein pallidivittatus-4 besitzen, zeigen demnach in 
einem oder in beiden ihrer tentans-4 den Balbiani-Ring BR 4 (Abb. 10). 
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Umgekehrt fehlt dieser Balbiani-Ring dem pallidivittatus-4 von solchen 
Tieren, deren Sonderzellen keine SZ-Granula sezernieren. 

Die vorstehenden Daten gestatten wie in allen Fallen von ,,absoluter“ 
Kopplung formal auch die Deutung, daB die Mutation sz und der 
Balbiani-Ring BR 4 (SZ) nicht am gleichen Chromosomenort, sondern 
nur eng benachbart liegen, wobei allerdings fiir die veranderte Situation 
bei C. tentans dann auch nicht eine, sondern zwei voneinander unab- 
hangige Mutationen verantwortlich gemacht werden miiBten. Die strenge 
Korrelation zwischen Balbiani-Ring und Sekretzusammensetzung der 
Sonderzellen ware so allein als Folge der chromosomalen Kopplung 
und nicht als Ausdruck eines Kausalzusammenhanges zu verstehen. 
Beobachtungen an sz*-Heterozygoten und -Homozygoten mit gestérter 
Manifestation sprechen gegen diese Méglichkeit. In der Nachkommen- 
schaft von crossover-Tieren treten immer wieder Tiere auf, deren Sonder- 
zellensekret keine SZ-Granula enthalt, obwohl dies nach der Konstitu- 
tion des Chromosoms 4 zu erwarten ware. Das Allel sz* kann, wie oben 
dargestellt, durch Austausch nur in das Standard-4, nicht aber in das 
invertierte Chromosom Jn(t)4-1 von C. tentans gelangen. Wenn man 
daher die crossover-Chromosomen (fentans-4 mit sz*) in den Kreuzungen 
stets dem invertierten Chromosom gegeniiberstellt, so ist sz* durch 
Standard-4 und sz durch die Inversion [n4-1 ,,markiert“. Gleichzeitig 
wird jeder erneute Austausch unterbunden. Aus Tabelle 4 geht hervor, 


Tabelle 4. Genetische Konstitution und Sekrettypus bet Nachkommenschaften von 
sz-crossover-Tieren: Modifikatorische Hinfliisse 


Cytologische Konstitution 








des Chromosoms 4'* und Sekrettypus Genatiach 
Bezeichnung h 
der Kreuzung aa | ab bb pr ng 





sz+ | sz- sz+ | sz- | szt ] sz- 























T SZ 1 vom 18. 2. 60 7 5? | 18 42 0 17 | szt/sz x szt/sz 
T SZ 2 vom 13. 2. 60 2 6 11 7 0 6 | szt/sz X sz/sz 
(Ausnahmetiere durch Fettdruck hervorgehoben.) 
1 aa = Standard-t/Standard-t; ab = Standard-t/In(t)4-1; bb = In(t)4-1/In(4)t-1. 
2 Nur eines dieser 9 Ausnahmetiere war 3L tp, alle anderen 3L tt (und sonst 
héchstens 3Rt/p und 2L oder 2Rt/p). Dagegen waren die Tiere vom Sekret- 
typus SZ+ bis auf 5 Ausnahmen 3L tp oder 3L pp. 





daB die Ausnahmetiere, die trotz Besitz von sz* keine SZ-Granula 
produzieren, viel zu haufig sind, als daB Doppelaustausch, Mutation 
oder andere genetische Mechanismen fiir ihr Vorkommen verantwortlich 
gemacht werden kénnten. Es muB sich deshalb um einen physiologischen . 
Mechanismus, und zwar um eine Unterdriickung der Manifestation von 
sz* handeln, an welcher, wie die Daten zeigen, die Chromosomen von 
C. tentans schuldig sind. Je mehr sich im Mittel die Zusammensetzung 
Q* 
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des Genoms dem Genom von (C. tentans nahert, desto 6fter findet man 
die Ausnahmetiere. Dabei scheint neben dem Chromosom 4 vor allem 
das Chromosom 3 (besonders der linke Arm) eine Rolle zu spielen. Fiir 
‘die Frage, ob zwischen den SZ-Granula und dem Balbiani-Ring BR 4 
(SZ) ein direkter physiologischer Zusammenhang besteht, ist nun das 
Verhalten des Balbiani-Ringes in den Ausnahmetieren entscheidend. 
Es stellt sich heraus, daB die Sonderzellen der Ausnahmetiere nicht 
nur keine SZ-Granula produzieren, sondern'daB ihnen auch der Balbiani- 
Ring BR 4fehlt. Unterdriickte Manifestation von sz* ist gleichbedeutend 
mit Unterdriickung des Balbiani-Ringes. Auch in physiologischer Hin- 
sicht besteht also die Korrelation zwischen sz* und BR 4 (SZ), wie sie 
zu fordern ist, wenn der Balbiani-Ring den ,,aktivierten‘‘ Locus von sz* 
darstellt. Man ist damit weiter zu dem Schlu8 berechtigt, daB die 
Mutation sz bei C. tentans entweder durch einen Verlust des ganzen 
Locus von sz oder durch einen Verlust seiner Aktivierungsfahigkeit 
zustande kommt (vgl. Diskussion). Der lichtmikroskopisch erkennbare 
Querscheibenbestand im Kinetochorenbereich des 4. Speicheldriisen- 
chromosoms ist bei C. tentans liickenlos der gleiche wie in den Normal- 
zellen von C. pallidivittatus (Abb. 8). Wahrscheinlich liegt deshalb eine 
normale, d.h. unilokale Genmutation vor. 


SchluBbemerkungen: Balbiani-Ringe, Sekretproteine, Gen-Aktivierung 

Das Ziel der Arbeit war es, nachzuweisen, daB ein zellspezifischer 
genetischer Faktor, der die Sekretzusammensetzung der Sonderzellen 
in den Speicheldriisen von Chironomus kontrolliert, an einem Chromo- 
somenort liegt, der in den gleichen Zellen einen Puff oder Balbiani- 
Ring bildet. Die Arbeit hat das folgende, positive Ergebnis gehabt: 
An einem der zwei Orte im Chromosom 4, die nach den genetischen 
‘Daten am wahrscheinlichsten fiir den Locus der Mutation ,,sz‘‘ in Frage 
kommen, bildet sich in den Kernen der Sonderzellen ein fiir diese 
charakteristischer Balbiani-Ring. Der Balbiani-Ring, ,,BR 4 (SZ), 
fehlt, wenn die Sonderzellen keine SZ-Granula produzieren, d. h. wenn 
die untersuchten Tiere das Allel sz* nicht besitzen oder wenn sich dieses 
Allel nicht manifestiert. Bei Heterozygoten tragt immer nur derjenige 
Partner des vierten Chromosomenpaares den Balbiani-Ring, der auch 
das Allel sz* enthalt. Demnach stellt der Balbiani-Ring ,,BR 4 (SZ)“ 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit den aktivierten Locus des Allels ,,sz*“ dar. 
Hier wird zum ersten Male fiir ein einzelnes Gen ein Zusammenhang 
als wirklich bestehend demonstriert, der in allgemeiner Form schon 
aus den vergleichenden Untersuchungen tiber das Spektrum der Puffs 
in verschiedenen Zelltypen (BEERMANN 1952a,b; MECHELKE 1953; 
BrEvER und Pavan 1955) sowie aus den Einbauversuchen mit radio- 
aktiv markiertem Uridin (PELLING 1959) abgeleitet worden war. Die 
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Bedeutung dieser Tatsachen fiir Fragen der Genphysiologie und Zell- 
differenzierung braucht an dieser Stelle nicht allgemein diskutiert zu 
werden; das ist wiederholt geschehen (BEERMANN 1952a, b; 1956; 1959). 
Es sollen nur diejenigen besonderen Aspekte der vorliegenden Ergeb- 
nisse naher erértert werden, die vielleicht iiber die bloBe Bestatigung 
des Grundgedankens hinausfiihren. 


In seiner Eigenschaft als ,,Balbiani-Ring‘‘ verkérpert BR 4 (SZ) 
einen besonderen Typus des ,,puff‘‘, der sich in den Chironomiden- 
Chromosomen morphologisch meist gut von den einfacheren Formen 
der Anschwellungen (,,puffs‘‘ im eigentlichen Sinne des Wortes) unter- 
scheiden 148t. Balbiani-Ringe sind gekennzeichnet durch eine besonders 
weitreichende Aufsplitterung und durch periphere Schleifenbildung der 
Elementarfibrillen des polytiénen Chromosoms, in der Regel auch da- 
durch, da8 sie wesentlich gréBer sind als normale Puffs (vgl. BEERMANN 
1952a; BEERMANN und Banr 1954). Aus diesen Eigenschaften war 
von Anfang an gefolgert worden, daB die Balbiani-Ringe als Gen-Loci 
gerade solche Funktionen kontrollieren, die dem Stoffwechsel der diffe- 
renzierten Zelle ihr besonderes Geprage geben. In die gleiche Richtung 
hatte die Tatsache gedeutet, daB von allen Puffs die Balbiani-Ringe 
in ihrem Auftreten am eindeutigsten mit dem besonderen Charakter der 
verschiedenen Organ- und Zelltypen korreliert sind (vgl. BEERMANN 
1952b, 1959; MecHELKE 1953). Diese Vermutungen erfahren nun im 
Falle von BR4(SZ) eine direkte Bestatigung: Der Gen-Locus, der 
die charakteristische Leistung der Sonderzellen kontrolliert, erscheint 
in den Chromosomen der Sonderzellen nicht bloB als Anschwellung, 
sondern als — wenn auch relativ kleiner — Balbiani-Ring!. 


Damit riickt die Frage in den Vordergrund, worin eigentlich — in 
struktureller und in genphysiologischer Hinsicht — das Besondere der 
von den Balbiani-Ringen kontrollierten Reaktionen liegen kénnte. Die 
neueren Erkenntnisse itiber den Aufbau der Gen-Loci und iiber die 
Natur der Genaktivitat gestatten es, diese Frage so konkret zu formu- 
lieren wie das bislang (BEERMANN 1959) nicht méglich war. Jedes Gen 
(verstanden als funktionelle Einheit im Sinne von ,,Cistron“‘) tragt in 
Form einer bestimmten Sequenz von Desoxyribonukleotiden die Infor- 
mation fiir den Aufbau eines bestimmten Proteins in sich; diese Infor- 
mation wird durch die Synthese spezifischer RNS-Molekiile und deren 
Ubertritt in das Cytoplasma an die Syntheseorte (die Ribosomen) 
weitergegeben. Wodurch kénnten sich die Balbiani-Ringe als Informa- 





1 Kinschrankend muB darauf hingewiesen werden, daB BR 4 (SZ) bei Hetero- 
zygoten und crossover-Tieren schwicher ausgepragt sein kann und dann wie ein 
gewohnlicher Puff aussieht (vgl. Abb. 9) — so wie iiberhaupt die Unterscheidung 
zwischen Puff und Balbiani-Ring keine absolute ist (vgl. BEERMANN 1952a). 
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tionstrager von anderen Puffs, und wodurch kénnten sich die von ihnen 
abhangigen Proteine von anderen Proteinen unterscheiden ? 

Die erste Teilfrage beriihrt das Problem der Feinstruktur der Balbiani- 
Ring-Loci. Es ist méglich, daB diese Loci keine einfachen, sondern 
Komplex-Loci darstellen, also aus einer Reihe von hintereinander- 
geschalteten ,,Cistrons‘‘ bestehen, die zusammen eine ganze Kette von 
Biosynthesen kontrollieren. Bei Mikroorganismen, neuerdings auch bei 
Neurospora (WAGNER et al. 1960) sind einige derartige Falle beschrieben 
worden. Der Vorteil solcher Komplex-Loci scheint in der Méglichkeit 
der funktionellen Koordination zu liegen (gemeinsame Aktivierung und 
Inaktivierung, falls die SchluBfolgerungen von Monop und Jacos! ver- 
allgemeinert werden kénnen). Angewandt auf die Speicheldriisen und 
ihre Balbiani-Ringe bedeutet das, daB die wichtigsten Funktionen der 
Synthese des Sekrets, also sowohl der Sekretproteine wie auch der 
Polysaccharide, durch komplexe Loci kontrolliert wiirden, die vielleicht 
mehr als nur eine Querscheibe in den Riesenchromosomen umfassen. 
Die Ansicht, da8 Balbiani-Ringe nur aus einer einzigen Querscheibe 
hervorgehen (BEERMANN 1952a), miiBte dann eventuell revidiert werden. 
Mehr als etwa 5 Querscheiben kénnen aber nach Untersuchungen an 
strahleninduzierten Chromosomenbriichen (BEERMANN, unver6ff.) keines- 
falls an der Bildung der Balbiani-Ringe beteiligt sein. Bislang ist auch 
noch kein unzweideutiger Fall einer strahleninduzierten Unterteilung 
von Balbiani-Ringen bekannt geworden. 

Die zweite Teilfrage bezieht sich auf die Natur der Proteine, deren 
Synthese von den Balbiani-Ringen kontrolliert wird. Geht man wieder- 
um von der enormen ,,Entfaltung‘‘ und GréBe der Balbiani-Ringe als 
ihren hervorstechenden Merkmalen aus, so ist der Unterschied zu anderen 
Proteinen vielleicht nicht allein qualitativer, sondern zugleich auch 
quantitativer Natur. Dies mag fiir den Fall zutreffen, daB die Proteine, 
deren ,,Code“‘ von den Balbinani-Ringen geliefert wird, keine Enzyme, 
sondern Struktur- oder Sekretproteine sind. Gerade die nicht-enzyma- 
tischen Proteine, z. B. das Myosin und das Kollagen in Muskel und 
Bindegewebe, oder, wie in den Speicheldriisen, die Mucoproteide, machen 
ja erst den besonderen Charakter vieler differenzierter Zellen aus. Die 
Syntheserate derartiger Proteine wird in der Regel um Gré8enordnungen 
hdher liegen als die der Enzymproteine, besonders bei Sekretproteinen, 
und diese kinetische Uberlegung 148t sich unter bestimmten Vorausset- 
zungen auch auf den Nachschub von Information aus dem Zellkern aus- 
dehnen. Es ist z. B. méglich, daB die von den Genen als Informations- 
iibermittler (messengers) ins Plasma ausgesandten RNS-Molekiile im 
SyntheseprozeB abgenutzt oder verbraucht werden, also jedenfalls keine 
unbegrenzte Lebensdauer besitzen. In diesem Fall wird auch vom 


a Vortrag von F. Jacos auf dem X. Intern. Kongr. f. Zellbiologie, Paris 1960. 
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Gen selbst eine hohe Aktivitaét in Form der Synthese neuer RNS- 
Molekiile verlangt, wenn das zugehdérige Protein in groBen Mengen 
prodzuiert werden soll. Andererseits 1iBt sich auch iiber das Wachstum 
eine direkte quantitative Beziehung zwischen Protein- und RNS-Syn- 
these herstellen: Wenn weite Bereiche des Ergastoplasmas einer diffe- 
renzierten Zelle fiir die Synthese eines einzigen Proteins verantwortlich 
sind, dann mu8 in der wachsenden Zelle auch die Produktion neuer 
spezifischer Ribosomen das entsprechende AusmaB aufweisen. Nach 
groben Schatzungen an Autoradiogrammen (PELLING, unver6ff.) scheint 
die Syntheserate der RNS in Balbiani-Ringen auf jeden Fall weit iiber 
derjenigen der anderen Puffs zu liegen. 

Die Hypothese, daB die Balbiani-Ringe der Speicheldriisenkerne den 
,,Code“ fiir die Sekretproteine liefern, fiihrt zu bestimmten Voraussagen 
liber die Anzahl dieser Proteine im Speichel der Chironomiden-Larven. 
Bei C. pallidivittatus mit héchstens 3 Balbiani-Ringen pro Normalzelle, 
von denen zwei, namlich BR 1 und BR 2, wahrscheinlich identische 
Funktionen erfiillen (eigene unveréffentlichte physiologische und elek- 
tronenoptische Untersuchungen), hatte man also bei den Normalzellen 
mit héchstens 3 verschiedenen Sekretproteinen zu rechnen, die mit 
Mucopolysacchariden zu Mucoproteiden verkoppelt sind. In den Sonder- 
zellen wiirde mit dem Balbiani-Ring BR 4 (SZ) noch ein weiteres Protein, 
das Protein der SZ-Granula, hinzukommen. Ahnliches gilt wohl fir 
alle anderen Chironomiden, denn bei keiner der zahlreichen bisher unter- 
suchten Arten wurden mehr als 4 Balbiani-Ringe in der Speicheldriise 
gefunden. Ob und in welcher Weise sich diese fiir die Chironomiden 
geltenden Uberlegungen iibertragen lassen auf andere Dipteren, bei 
denen die Unterscheidung zwischen ,,Balbiani-Ringen‘‘ und gewéhn- 
lichen ,,puffs“ weniger deutlich ist oder gar nicht existiert, bleibt abzu- 
warten. ; 

Kin wesentliches Argument fiir die Identitét des Locus von ,,sz“ 
und des Balbiani-Ringes ,,BR 4 (SZ)‘‘ hat die Tatsache geliefert, daB 
in den sz-Heterozygoten der Balbiani-Ring ebenfalls heterozygot er- 
scheint. Diese Tatsache sei hier zum Schlu8 noch einmal hervorgehoben. 
Sie weist auf die Méglichkeit hin, daB ein Teil derjenigen Mutationen, 
die sich in einer vollstaéndigen Inaktivierung der Genfunktion mani- 
festieren, einfach durch den Veriust der Fahigkeit zustandekommen, auf 
einen spezifischen Aktivierungsreiz oder -faktor mit der Bildung eines 
Puffs zu reagieren. Man kann annehmen, dai der Nucleotid-,,Code“ 
eines Genlocus auch Komponenten enthalt, die seine Kompetenz fir 
Aktivierungsfaktoren bestimmten. Ist die Beziehung zwischen Gen und 
Aktivator auch nur annahernd so spezifisch wie die zwischen Gen und 
gen-abhangigem Protein, so miissen schon geringfiigige Anderungen im 
Aktivierungs-Code ausreichen, um das Gen physiologisch stillzulegen. 
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Fiir eine so spezifische Beziehung sprechen Experimente von CLEVER 
und Kartson (1960), wonach ein Hormon, das Ecdyson, die Um- 
bildung ganz bestimmter, weniger Querscheiben (primar vielleicht 
nur einer einzigen) in Puffs induziert. Welcher Faktor in den Sonder- 
zellen der Chironomus-Speicheldriisen die Aktivierung des Allels sz* be- 
wirkt, kann sich vielleicht aus der experimentellen Untersuchung von 
Rekombinations-Genotypen ergeben, bei welchen die Manifestation von 


sz* gestort ist. 


Summary 

1. The composition of the larval saliva in Chironomus tentans is 
different from that of the larval saliva of all other Chironomus species © 
investigated so far, including C. pallidivittatus, a sibling species of 
C. tentans. The difference is limited to a group of 4 cells which 
form a special lobe of the salivary gland and which, in C. tentans, 
fail to produce a special kind of secretion granules that is present in 
all other species. The presence of these specific granules (““SZ” granules) 
is easily detected by their tendency to “blow up” in alcohol, even after 
fixation. The fine structure of the special cells in C. tentans is not 
different from that observed in the other species. 

2. Crosses between C. tentans and C. pallidivittatus show that the 
inability to produce SZ granules is inherited as a simple recessive 
Mendelian character (,,sz”). The special salivary lobe of the hybrid 
produces an intermediate amount of SZ granules. 

3. The major chromosome regions of C. tentans and of C. pallidi- 
vittatus differ by inversions which can be used as markers in locating 
the mutation “‘sz’’. The locus of ‘sz’? is shown to be in the small 4th 
chromosome, either in its distal regions or directly adjacent to the 
kinetochore. 

4. Directly adjacent to the kinetochore of chromosome 4 a Balbiani 
ring (conspicuous puff) has been found to occur in the special salivary 
gland cells of C. pallidivittatus. It fails to appear in the rest of the gland. 
This specific puff, “BR 4 (SZ)’’, is not present in the special salivary 
gland cells of C.tentans. In hybrids the SZ puff is “heterozygous”, 
i.e. of the two 4th chromosomes only that one shows the puff which also 
carries the dominant allele “‘sz*”’. Furthermore, there is a close parallel 
between the expression of the allele sz* and the visible “expression’’ of 
the puff. 

5. All observations lead to the conclusion that the specific puff of 
the special salivary lobe, “BR 4 (SZ)’’, represents the activated locus 
of the allele ‘“‘sz*”” which controls a specific function of just this lobe 
of the gland. This result confirms the view that the puffs are active 
loci governing the specific functions of the differentiated cell. 
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6. Some further implications of the findings are discussed. In parti- 
cular, it is thought that large puffs, such as the Balbiani-rings, may 
represent loci which supply the genetic information for non-enzyme 
proteins, e.g. the proteins of the saliva. 
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CHROMOSOMENEVOLUTION BEI CHIRONOMUS* 
I. STRUKTURABWANDLUNGEN AN SPEICHELDRUSEN-CHROMOSOMEN 
Von 
H.-G. Keyu 
Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 11. Februar 1961) 


Die Chromosomenevolution innerhalb der Gattung Chironomus offen- 
bart sich an den Speicheldriisen-Chromosomen durch reziproke Trans- 
lokationen kompletter Chromosomenarme, lineare Umbauten innerhalb 
der Chromosomenarme und durch unterschiedliche Auspragung homo- 
loger Strukturen (Strukturabwandlungen) (Kryt 1960b). Struktur- 
abwandlungen als entscheidende Ausdrucksform einer morphologischen 
Chromosomendifferenzierung nahe verwandter Arten sind bisher von 
Sciara ocellaris und S. reynoldsi (Metz und LAWRENCE 1938, Roum 1947), 
sowie von Ch. th. thummi und Ch. th. piger (KEYL und STRENZKE 1956, 
Keryt 1957) bekannt. Der Moglichkeit, daB Strukturabwandlungen 
an Speicheldriisen-Chromosomen gemeinsam mit linearen Umbauten an 
der Chromosomenevolution beteiligt sein kénnen, ist bisher kaum Be- 
deutung beigemessen worden. Die nur sehr vereinzelt auftretenden inter- 
spezifischen Strukturverschiedenheiten einzelner Loci an Speicheldriisen- 
Chromosomen von Drosophila-Bastarden (PAtau 1935, DoBzHANSKY 
und Tan 1936, Horton 1939, HucuEs 1939) und dem Camptochironomus- 
Bastard (BEERMANN 1955) vermitteln den Eindruck, daB diese Kompo- 
nente der Chromosomenevolution gegenitiber den linearen Umbauten im 
allgemeinen von untergeordneter Bedeutung ist. Eine Analyse der 
Chromosomenphylogenese bei Chironomus ware unvollstandig, wenn nicht 
auch auf diese Erscheinung eingegangen wiirde, insbesondere deshalb, 
weil damit aktuelle Fragen der Chromosomenfunktion und des Chromo- 
somenbaus verkniipft sind. 


Beobachtungen 
Abwandlungen der Chromosomengestalt 
Kine Eigentiimlichkeit der Speicheldriisen-Chromosomen von Chiro- 
nomus sind interspezifische Unterschiede der Chromosomengestalt, 
die wahrscheinlich ausschlieBlich durch Differenzen der Querscheiben- 
abstande hervorgerufen werden. Die Proportionsunterschiede betreffen 
im einzelnen das Langen-Breiten-Verhaltnis und das Verhaltnis der Arm- 


*Herrn Prof. Dr. F. ScuraDER zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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anteile in homologen Chromosomen sowie die Abschnittlangen-Verhalt- 
nisse innerhalb homologer Chromosomenarme. 

Beispiele: 1. Die mittlere Breite des Chromosoms EF betragt bei 
Ch. obtusidens 6%. bei Ch. aberratus 12% der Chromosomenlange. 
2. Arm E von Chromosom EF umfaBt bei Ch. th. piger 40%, bei Ch. stria- 
tus 25% der Chromosomenlange. 3. Die Abschnitte 3—6 in Chromo- 
somenarm F haben bei Ch. dorsalis einen Anteil von 13%, bei Ch. plu- 
mosus einen Anteil von 5% an der Armlange. 

Die Unterschiede in den Querscheibenabstaénden haben einen un- 
mittelbaren Einflu8 auf die Zahl der sichtbaren Querscheiben. Wahrend 
bei Chromosom G von Ch. th. thummi 158 Querscheiben festgestellt wer- 
den kénnen, sind es im gleichen, aber kiirzeren Chromosom von Ch. stria- 
tus nur etwa 40. 

Die artspezifische Chromosomengestalt bleibt auch dann erhalten, 
wenn eine weit tiber das normale MaB hinausgehende Vergr6Berung der 
Speicheldriisen-Chromosomen eintritt, wie in den mikrosporidien- 
infizierten Speicheldriisen-Zellen von Ch. anthracinus (KEYL 1960a). 

Die Qualitaét der Querscheibenstruktur kann unabhangig von den 
chromosomalen Proportionsverhaltnissen durch Auflockerung des Fi- 
brillenbiindels beeinfluBt sein. Speziell fiir die Speicheldriisen-Chromo- 
somen von Ch. anthracinus ist dies charakteristisch. Bei anderen Arten 
(Ch. pseudothummi, Ch. uliginosus, Ch. holomelas und der Tiefenform von 
Ch. plumosus ) tritt dieses Phinomen nur in bestimmten Populationen auf. 


Strukturabwandlung des Kinetochor-Heterochromatins 


Uber das Vorkommen von Heterochromatin an den Speicheldriisen- 
Chromosomen von Chironomiden hat zuerst BavuER (1936) berichtet. 
Er konnte bei 3 Arten der Gattungen T'richotanypus, Prodiamesa und 
Gly ptotendipes Chromozentren in Ruhekernen von Larvenkorperzellen 
nachweisen und deren Zusammenhang mit blasigen Chromatinstrukturen 
an den Speicheldriisen-Chromosomen wahrscheinlich machen. Bereits 
friiher hatte BavEeR (1935) bei der Untersuchung der Speicheldriisen- 
Chromosomen von Ch. thummi auf deren eigentiimliche mediane Auf- 
blihungen hingewiesen und diese Stellen als Orte des Spindelansatzes 
gedeutet. Aus der Tatsache, daB sich bei dieser Art auffallende Chromo- 
zentren in Ruhekernen nicht finden lassen. nahm BaAvER an, daB hier nur 
eine schwache Heterochromatinisierung der Kinetochorregionen vor- 
liegen miisse. 

Von den bisher cytotaxonomisch gesicherten 22 Spezies der Gattung 
Chironomus (KEYL und Kryt 1959, Kryt 1960c, 1961 a) hat die Mehrzahl 
an den Speicheldriisen-Chromosomen keine Strukturen, die sich aus 
morphologischer Sicht mit Sicherheit als Heterochromatin deuten 
lassen. Blockheterochromatin von blasiger Struktur, durch die Neigung, 
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miteinander zu verkleben, charakterisiert, wurde nur bei Ch. crassimanus 
und Ch. melanotus gefunden (Abb. 1, b, c). Bei Ch. melanotus ist das Hetero- 
chromatin in den Spermatogonien als Chromozentrum sichtbar', das 
sich in der friihen meiotischen Prophase als Sammelpunkt kurzer hetero- 


chromatischerChromo- 





somenabschnitte zu 
erkennen gibt. Im Ver- 
lauf des Pachytan lésen 
sich die chromomeren- 
artigen Heterochroma- 
tinanteile voneinander 
und werden bei zuneh- 
mender Kontraktion 
der Chromosomen un- 
kenntlich. Die Anord- 
nungsweise der Chro- 
mosomen im Pachy- 
tin (Abb. 2) berech- 
tigt zu der Annahme, 
daB das Heterochro- 
matin in drei langen, 
an den Enden mitein- 
ander verklebten Ein- 
heiten proximal und in 
einer kiirzeren schwach 
heteropyknotischen 
Einheit terminal ein- 
gefiigt ist. Dies wiirde 
auch den Lageverhalt- 
nissen in den Speichel- 
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Abb. la—c. Kinetochorregionen mit heterochromatischen driisen - Chromosomen 
Strukturen. a Ch. dorsalis MEIG., Chromosom FE, b Ch. . 9 
crassimanus STR., Chromosomen CD und FB mit ver- entsprechen. Die Bau 
klebtem Kinetochor-Heterochromatin, c Ch. melanotus weise der Mitosechro- 
Str.; das Kinetochor-Heterochromatin vereinigt alle : 
Chromosomen in einem Sammelchromozentrum. mosomen — ein kur- 
— Kinetochorregion. h heterochromatinisierte Querscheiben zeg telokinetisches und 


drei mediokinetische 

Paare — 14B8t ferner vermuten, daB das Heterochromatin die 
Kinetochorregionen markiert. 

Bei Ch. cingulatus und Ch. dorsalis (Abb. 1a) sitzt in den Mittel- 

regionen der Speicheldriisen-Chromosomen an den Stellen, die den 

Heterochromatinblécken von Ch. crassimanus und Ch. dorsalis homolog 


1 Der sehr seltene Ch. crassimanus konnte daraufhin noch nicht untersucht 
werden. 
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sind, ein cytologisch sich anders verhaltendes Heterochromatin. Es hat 
die Gestalt einer dicken Querscheibe; Verklebungen dieser Stellen treten 
nicht auf, auffallende Chromozentren fehlen in Ruhekernen dieser Arten. 
Obwohl sich die Speicheldriisen-Chromosomen von Ch. melanotus und 
Ch. th. thummi durch Abwandlungen der Querscheibenstruktur in den 
kinetochornahen Bereichen erheblich unterscheiden, gelingt es nachzu- 
weisen, daB die Aufblahungszonen bei Ch. th. thummi und die Hetero- 
chromatinsegmente bei Ch. melanotus homologe Abschnitte umfassen. 
Diese Feststellung stiitzt sich auf die bereits eingehend untersuchten 
Strukturhomologien von Ch. 
th. thummi und Ch. th. piger 
(KYL 1957) sowie auf die weit- 
gehende Ubereinstimmung des 
Querscheibenaufbaus der kine- 
tochornahen Chromosomenab- 
schnitte von Ch. th. piger und 
Ch. melanotus (KEYL 1961b). 
Rontgeninduzierte Transloka- 
tionen beweisen ferner, daB bei 
Ch. th. thummi die Kinetochoren 
innerhalb der Aufblahungen Abb. 2. Pachytan-Chromosomen von Ch. mela- 
‘ : notus STR. Die beiden Verklebungsstellen des 
liegen. Damit schalten An- Heterochromatins vereinigen jeweils zwei Chro- 
nahmen aus. die fiir die Kine- mosomen. Am linken Chromozentrum hingt 
: das telokinetische, schwach heteropyknotische 
tochoren andere Stellen der Chromosom @ 
Chromosomen vorsehen, bei- 
spielsweise die dicken kapselartigen Doppelscheiben, die den Aufblahungen 
benachbart sind (KEYL 1957)1. Abb. 3 zeigt eine durch Spermienbestrah- 
lung ausgeléste reziproke Translokation der Chromosomen AB und CD. 
Die Bruchstellen liegen innerhalb der Aufblahungen. Aus der Rekombina- 
tionsweise ist zu entnehmen, daB die Kapseln (x) als Kinetochor- 
regionen nicht in Frage kommen koénnen. Die Spindelansatze dirften 
vielmehr bei Chromosom CD innerhalb des Abschnitts der miteinander 
verklebten Querscheiben (c 3) und bei Chromosom AB im Zentrum der 
Aufblahung (d 2) sitzen, in beiden Chromosomen also direkt neben den 
Bruchstellen. 
Unter diesen Voraussetzungen ist ohne Schwierigkeiten nachzu- 
weisen, daB alle bei der Chromosomenevolution von Chironomus auf- 
1 Damit ist auch die Position des Kinetochors in Chromosom 2 von Campto- 
chironomus tentans und C. pallidivittatus festgelegt (1. Drittel von Abschnitt 12 
der Chromosomenkarte, BEERMANN 1955), das in seinem Aufbau dem Chromo- 
som AB von Chironomus weitgehend ahnlich ist. Daraus ergibt sich, daB die von 
BEERMANN (1960) beschriebene Mutation ,,8“* ein ,,centromere shift‘‘ darstellt und 
daB wahrscheinlich dies der Grund ist, weshalb die Koppelung der beiden Partial- 
nukleolen durch Stiickaustausch nicht aufgehoben werden kann. 
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tretenden Translokationen — mit Ausnahme eines bei Ch. commutatus 
auftretenden Falls (KryLt 1960b, c) — in der Rekombination vollstan- 
diger Chromosomenarme bestehen. Nach dem bisherigen Stand der 
Untersuchungen unterscheiden sich die Speicheldriisenchromosomen der 
Chironomus-Arten interspezifisch durch vier derartige Rekombinationen, 
eine fiinfte bildet den Anschlu8 zur nahe verwandten Untergattung 


Camptochironomus. 





Abb. 3. Réntgeninduzierte Translokation der Chromosomen 4B (I) und CD (II) von 
Ch. th. thummi Kierr. Die Bruchstellen liegen bei beiden Chromosomen innerhalb des 
Kinetochor-Heterochromatins (Abschnitte d, und c,) 


Die Réntgenbestrahlung embryonaler, nicht mehr teilungsfahiger 
Speicheldriisenkerne von Ch. th. thummi (KEYL 1958) ergab in den Be- 
reichen der medianen Aufblahungen fiir Heterochromatin charakteri- 
stische hohe Bruchfrequenzen, die jedoch ausschlieBlich auf den Anteil der 
in diesen Regionen gehauft auftetenden Einzelbriiche zuriickzufiihren 
sind. Aus diesem Grunde muBte erwartet’ werden, daB bei Spermien- 
bestrahlung, die nur eine Registrierung rekombinierter Briiche zulaBt, die 
Kinetochorregionen keine héheren Bruchhaufigkeiten enthalten wiirden 
als im Durchschnitt die euchromatischen Abschnitte. In den Diagrammen 
Abb. 4a—c ist die Verteilung von 1275 Briichen réntgeninduzierter 
Spermienmutationen der Verteilung von 2289 Haploid- und Partial- 
briiche gegeniibergestellt, die in den friiheren Versuchen durch Embryo- 
nalbestrahlung erhalten wurden. Fir die letztere Versuchsreihe wurde 
die Verteilung der rekombinierten Briiche noch einmal gesondert auf- 
gefiihrt. 

Die in den Diagrammen aufgetragenen Werte sind Quotienten aus Bruchzahl- 


prozenten und Abschnittslangen (nach Chromosomenkarte, Key. 1957). Die Be- 
strahlung der fg wurde in drei Serien zu 1000 r, 2000 r und 4000 r durchgefiihrt. 
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Abb. 4a—d. Verteilung réntgeninduzierter Briiche in den Speicheldrii 
von Ch. th. thummi. a Chromosom 4B (I). b Chromosom CD (II). ¢ Chromosom EF (III). 
d Chromosom G (IV). Abszisse: Abschnittseinteilung nach Chromosomenkarte (KEYL 1957). 
Ordinate: Bruchzahlprozente/Abschnittslingen (Chromosomenkarte). Spermienbe- 
strahlung.—-+—-—-— Bestrahlung embryonaler Speicheldriisenchr (KEYL 1958, 
Versuche B 2—E 4). ———=— Verteilung der rekombinierten Briiche bei der Embryonalbe- 
strahlung. — Kinetochorregion. N Abschnitt mit Nukleolus, B Abschnitt mit Balbianiring 
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Der Anteil der mutierten Spermien liegt in den drei Versuchen mit 11,5%, 27,9%, 
59,2% erheblich héher als die von BaveER (1939) bei Drosophila melanogaster er- 
mittelten Werte (2,4%, 9,8%, 32,2%). 

Wie erwartet, treten bei der Spermienbestrahlung in den Kinetochor- 
regionen prozentual weniger Briiche auf als nach der Direktbestrahlung 
der Speicheldriisenchromosomen. Der Bruchanteil dieser Abschnitte ist 
jedoch deutlich héher — bei Chromosom AB (I) 48%, Chromosom 
CD (II) 34%, Chromosom EF (IIT) 43% — als der Anteil der rekombi- 
nierten Briiche bei der Direktbestrahlung. Die Bruchverteilung in 

den  Direktbestrahlungsver- 
Tabelle 1.4°-Test der Verteilung rekombinierter suchen (KEYL 1958) entspricht 
Briiche in den euchromatischen Abschnitten der. Z 
Speicheldriisen-Chromosomen AB (I), CD in den euchromatischen Ab- 
(II) und EF (III) von Ch. th. thummi nach Schnitten nicht dem Zufall, 
Réntgenbestrahlung von Spermien und embryo-. auch dann riicht, wenn nur 
nalen Speicheldriisenchromosomen. (Daten die rekombinierten Briiche 


nach Versuchen, Kryut 1958.) ee ie areas 
(Erwartungswerte nach Abschnittslangen berticksichtigt werden (Ta- 
belle 1). Dagegen zeigen Chro- 


der Chromosomenkarte.) 
mosom AB (I) bei Spermien- 





Bestrahlung 





Spermien- embryonaler bestrahlung eine gesicherte, 
: : hl Speicheldriisen- ‘ 
—— anes ye car hac Chromosom EF (III) eine 

es Ps rs schwachgesicherte Zufallsver- 





teilung. Die errechneten Werte 
AB (1) 37,89 | 0,3 49,12} 0,001 einiger euchromatischer Ab- 
CD (II) 54,54 | 0,0002 | 77,69 | 10-7 schnitte erreichen fast die 
EF (III) 27,84 | 0,02 34,49 0,002 gleichen Ho6hen wie die Kineto- 
chorregionen, obwohl sie struk- 
turell nicht heterochromatisch charakterisiert sind und zum Teil (Ia 2, 
IIIb 4) bei der Direktbestrahlung durch hohe Bruchfrequenzen nicht 
hervortreten. 

Fir das Chromosom G (IV) stehen nur Bruchzahlen von Spermien- 
mutationen zur Verfiigung (Abb. 4d). Im Verhaltnis zu seiner geringen 
Lange wird dieses Chromosom von erheblich mehr Briichen betroffen als 
die anderen Chromosomen. Besonders viele Briiche fallen in die Regionen 
der beiden Balbianiringe (Abschnitte b, c); der kinetochortragende auf- 
geblahte Endabschnitt e 2 hat den niedrigsten Bruchanteil. Wahrend die 
Briiche in den Abschnitten b und c niemals eine Teilung der Balbiani- 
ringe verursachen, fiihren 0,3% aller registrierten Briiche zu einer Spal- 
tung des Nukleolus (Tabelle 2)}. 

1 Waite (1954) deutet eine von Puinip (1942) beschriebene spontane Inversion 
als Teilung des Nukleolus bei Ch. thummi. Dies ist aus zwei Griinden unwahrschein- 
lich. Der von Puiuip bearbeitete Ch. riparius ist der beigefiigten Abbildung des 
Chromosoms IV (G) zufolge nicht mit Ch. thummi identisch, sondern offenbar mit 
Ch. luridus Str. Das Chromosom IV (G) dieser Art hat in seiner Mittelregion eine 
breite Auflockerungszone, die durch zwei Balbiani-Ringe und den Nukleolus hervor- 
gerufen wird. Dieser Abschnitt wird nach den Angaben von Puiuip und nach eigenen 
Beobachtungen in seiner Gesamtheit invertiert (s. Anm. Kryz 1960c). 
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Tabelle 2. Beteiligung réntgeninduzierter Briiche an der Zerlegung des Nukleolus- 
Organisators in Chromosom G (IV) von Ch. th. thummi 




















1000r 2000r 4000 r Gesamt 
Briiche in Abschnittd ...... 1 13 10 24 
Davon Briiche im Nukleolus. . . . 1 2 1 4 
Briiche in allen Chromosomen . . . 252 660 451 1363 
% Briiche im Nukleolus. ..... 0,4 0,3 0,2 0,3 


BEERMANN (1960) hat bei Camptochironomus pallidivittatus gezeigt, daB der 
Hauptnukleolus durch Spermienbestrahlung schrittweise in mehrere Teile zerlegt 
werden kann. 

Bei der Beurteilung der Bruchverteilung in Chromosom G muB be- 
rucksichtigt werden, da8 dessen Proportionsverhaltnisse sehr variabel 
sind und daB deshalb die auf der Chromosomenkarte angegebenen 
Abschnittslingen keineswegs verbindlich sein kénnen. Chromosom G 
zeigt im Pachytin eine deutliche Heteropyknose, so daB sein Anteil an 
der Gesamtlange des Karyotyps im Zustand der Bestrahlung wesentlich 
groBer sein kénnte als in den vollentwickelten Speicheldriisenzellen. 

Das Aufblahungsphéinomen an den Kinetochorregionen der Speichel- 
driisenchromosomen von Ch. th. thummi wurde bisher allein einer beson- 
deren Form der Heterochromatinentwicklung zugeschrieben (BAUER 
1935, Kmyt 1957). Zweifel an der AusschlieBlichkeit dieser Deutung 
ergeben sich aus Beobachtungen iiber die Variabilitaét des Aufblahungs- 
grades. Besonders auffallige Veranderungen treten an diesen Stellen ein, 
wenn die Larven nach lingerem Aufenthalt bei niedriger Temperatur 
(2—5° C) auf Zimmertemperatur gebracht werden. In dieser Hinsicht 
zeigen die Aufblihungen Ahnlichkeit mit den ,,puffs‘‘ euchromatischer 
Chromosomenabschnitte (BEERMANN 1952). Da8 auch eine funktionelle 
Ahnlichkeit zwischen diesen Strukturen besteht, konnte durch Toluidin- 
blaufarbung (PELLING 1959) festgestellt werden. Nach Kaltebehandlung 
sind in den Zentren der Aufblihungen von Chromosom AB (I) und 
EF (IID) breite, rotgefarbte Zonen, Bildungsorte von RN-Proteinen nach- 
weisbar (Abb. 5). An dem Kinetochorheterochromatin von Chromo- 
som CD (II) wird RNS in nachweisbarer Menge offenbar nur unter noch 
unbekannten Umstanden und dann unter Ausbildung eines Nukleolus 
erzeugt. 

Bei der Uberpriifung der Einzel- und Diploidbriiche, die nach Direkt- 
bestrahlung embryonaler und junglarvaler Speicheldriisenchromosomen 
eingetreten sind (KryYL 1958) hat sich ergeben, daB innerhalb der Kineto- 
chorregionen der Chromosomen AB (I) und EF (III) vorwiegend die 
RNS-Zonen betroffen wurden (s. auch Knyt 1958, Abb. 12 E.1, E 2, E 3, 
L 2, L3). 

Ein hinsichtlich ihrer Bruchfaihigkeit bemerkenswertes Verhalten 
zeigen diese beiden RNS-Bildungszonen und der Nukleolus bei Versuchen 

Chromosoma (Berl.), Bd. 12 : 3 
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mit Malachifgriin (KeYL und WERTH 1959). Werden Larven von Ch. th. 
thummi kurz nach dem Verlassen der Kigallerte 7 Std lang in einer stark 
verdiinnten Malachitgriinlésung (2 x 10~® mg/ml) behandelt, dann treten 
neben Entwicklungsst6rungen verschiedenen Typs Diploidbriiche und 
Partialbriiche von unterschiedlichem Querschnitt vorwiegend in den 
RNS-Zonen der Kinetochorregionen und im Nukleolus derselben Kerne 
auf (Abb. 6). Die Tatsache, da8 in bestimmten Larven derartig kombi- 
nierte Bruchereignisse in vielen Speicheldriisenzellen angetroffen werden, 


b 





Abb. 5a und b. Kinetochorregionen der Speicheldriisenchromosomen des Ch. thummi x 
piger-Bastards. Toluidinblaufirbung. Die markierten Stellen bezeichnen die rotgefirbten 
RNS-Zonen zwischen den heterochromatischen Scheiben des thummi-Chromosoms. 
aChromosom 4B. b Chromosom EF 


148t vermuten, daB fiir diese selektive Bruchauslésung die durch RNS- 
Synthese charakterisierte, gleichartige Funktion der Bruchstellen ver- 


antwortlich ist. 


Interkalare Strukturabwandlungen 


Als interkalares heterochromatisches Strukturelement ist aus dem 
Chromosomenarm F (III L) von Ch. th. thummi ein breiter, querscheiben- 
ahnlicher Block bekannt, der homozygot, heterozygot auftreten, aber 
auch vollig fehlen kann. In letzterem Falle liegen an der gleichen Stelle 
des Chromosoms einige diinne Querscheiben. Eine réntgeninduzierte 
Verlagerung einer kleinen, dieser Heterochromatinstruktur distal benach- 
barten Querscheibengruppe léste in unmittelbarer Nahe ihrer neuen 
Position eine gleichartige Heterochromatinisierung an blassen Quer- 
scheiben aus (KEYL 1957). Dieses interkalare Heterochromatin und seine 
Umgebung sind weder bei Spermien- noch bei Direktbestrahlung des 
Speicheldriisenchromosoms durch auffallend viele Briiche ausgezeichnet 
(Abb 4c, Abschnitt b 3). 
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Bei Ch. obtusidens kommt ein ahnlicher Heterochromatinblock an 
einer anderen Stelle des Arms F vor. Der Zusammenhang zwischen 
Heterochromatinisierung und Position ist in diesem Fall noch deutlicher, 

Py a i 


- 





SopaO a ities iid 
Abb. 6a—c. Malachitgriininduzierte Briiche in heterochromatischen RNS-Bildungszonen 
und im Nukleolus der Speicheldriisenchromosomen von Ch. th. thummi. a Chromosom EF. 
Der Bruch umfaBt mehr als den halben Chromosomenquerschnitt. b Chromosom AB. 
Diploidbruch. Die Verbindung zwischen den Chromosomenfragmenten sind sekundér und 


betreffen nichthomologe Loci. c Chromosom G, Diploidbruch im Nukleolus. Abb. a u. b 
entstammen demselben Kern ; 





weil die Heterochromatinstruktur nur gemeinsam mit einer mannlich- 
geschlechtsgebundenen heterozygoten Inversion (F 13—16b!1) auftritt 
(Abb. 7). Die Heterochromatinisierung betrifft einige diinne Quer- 
scheiben (16e—g), fiir die nachgewiesen werden kann, daB sie Bildungs- 
orte von Ribonukleinsaure reprasentieren. 

1 Diese Abschnittsbezeichnungen, sowie die bei den folgenden Beispielen an- 


gewendeten, werden fiir die Darstellung der interspezifischen linearen Chromo- 
somenumbauten eingefiihrt und sind bei Kryt (1961b) auf Chromosomenkarten 


festgelegt. 
3* 
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Fir Camptochironomus tentans wird von BEERMANN (1955) eine wahr- 
scheinlich ahnliche, an eine Inversion gebundene Heterochromatin- 
struktur beschrieben. 

Interkalares Heterochromatin tritt ferner bei Ch. dorsalis und 
Ch. crassimanus auf. Seiner Lage ist zu entnehmen, da8 hier die Struktur- 
abwandlung durch das benachbarte Kinetochorheterochromatin beein- 
fluBt worden ist (Abb. 1 a, b). 

Ein gesichertes Beispiel von Strukturabwandlungen auBerhalb der 
Kinetochorregionen und ohne deutliche Beteiligung von Hetero- 
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Abb. 7. Inversionsgebundener interkalarer Heterochromatinblock im Chromosomenarm F 

eines Mannchens von Ch. obtusidens GOETGH. Der Heterochromatinblock liegt unmittelbar 

neben der Bruchstelle, aber auBerhalb der Inversion und entspricht den diinnen Scheiben 
: 16e—g im Partnerchromosom 


chromatin findet sich an den Speicheldriisenchromosomen der kreuz- 
baren Subspezies Ch. th. thummi und Ch. th. piger (KnyL 1957). Die 
Schwierigkeiten, die bei der Beurteilung von interspezifischen Struktur- 
abwandlungen zwischen nichtkreuzbaren Arten bestehen, liegen vor- 
wiegend darin, da8 Chromosomen verglichen werden miissen, die sich 
nicht unter denselben Voraussetzungen entwickelt haben und daher von 
vornherein individuelle Strukturdifferenzen tragen. Da sich auBerdem 
die meisten Spezies durch lineare Umbauten der Chromosomen unter- 
. scheiden, wird die Bewertung einzelner Querscheibendifferenzen auch 
dann durch ein gewisses MaB von Unsicherheit belastet, wenn die Um- 
bauten bis in alle Einzelheiten genau analysiert werden kénnen. Von den 
interspezifischen Strukturabwandlungen sind nur wenige fiir die Klar- 
legung der phylogenetischen Beziehungen zwischen den Chironomus- 
Arten von Bedeutung. Es geniigt deshalb, an einigen Beispielen ihre 
Existenz nachzuweisen. 

1. Abschnitt A 4 (Ch. parathummi, Ch. obtusidens). Abschnitt 4 aus 
Chromosomenarm A enthalt bei Ch. th. piger — diese Art wurde fiir die 
Analysierung der Chromosomenumbauten willkiirlich als Standardtypus 
gewahlt — und einigen anderen Chironomusspezies drei dicke Doppel- 
scheiben, die unter dem Einflu8 der benachbarten Einschniirung (Ab- 
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schnitt 5) meist in charakteristischer Weise gekriimmt sind (Abb. 8a)- 
Diese Querscheibengruppe unterliegt bei Ch. parathummi und Ch. 
obtusidens einer Abwandlung, die den Phanotypus dieses Abschnitts 


weitgehend verandert. 

Bei Ch. parathummi 
treten neben der mitt- 
leren Doppelscheibe zu- 
satzlich einige beim 
Standardtypus nichter- 
kennbare diinnere Quer- 
scheiben auf; die Ab- 
standsverhiltnisse zwi- 
schen diesen Strukturen 
sind unterschiedlich, so 
daB mit der Méglichkeit 
gerechnet werden muB, 
daB die Stellung der 
Scheiben von dem Aus- 
bildungsgrad eines sehr 
kleinen puffs abhangig 
ist, der zwischen ihnen 
liegt (Abb. 8b, c). 

Bei Ch. obtusidens ist 
die mittlere Doppel- 
scheibe (c) nahe an die 
Doppelscheibe a heran- 
geriickt; der groBe Zwi- 
schenraum zu d ist mit 
diinnen Scheiben ausge- 
fillt, von denen ange- 
nommen werden kann, 
daB sie den bei Ch. 
parathummi zusatzlich 
sichtbaren entsprechen 


(Abb. 84d). 


“a 
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Abb. 8a—d. Strukturabwandlungstypen des Abschnitts 
A 4. a Ch. th. thummi. b, c Ch. parathummi KEYL. 
d Ch. obtusidens GOETGH 


2. Abschnitt F 6 (Ch. annularius). Ch. annularius hat im Chromo- 
somenarm F eine mannlich-geschlechtsgebundene Strukturheterozygotie, 
die sich aus zwei aneinanderstoBenden Inversionen zusammensetzt. Das 
Chromosom, welches das genetische Y-Element tragt, besitzt die Stan- 
dardanordnung. Die distale Inversion umfaBt die Strecke 4b—8b, im 
Gegensatz zur proximalen Inversion sind die Chromosomen in diesem 
Bereich stets ungepaart. Die Querscheiben b—c in Abschnitt 6 sind nur 
in der Standardanordnung differenziert ausgebildet, in dem invertierten 
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Stiick des Partnerchromosoms tragt dieser Bereich eine blaBgefarbte 
unstrukturierte Zone (Abb. 9c). Es ist nachweisbar, daB diese Struktur- 
abwandlung eine Stelle markiert, an der wahrend einer friiheren Ent- 
wicklungsphase des Chromosoms ein Balbianiring ausgebildet war. 

3. Abschnitt F 8—9 (Ch. annularius, Ch. anthracinus, Ch. melanotus, 
Ch. cingulatus, Ch. commutatus). Die Abschnitte 8 und 9 von Arm F 





c 
Abb. 9a—ec. Distales Stiick des Chromosomenarms F' mit Strukturabwandlungen in den 
Abschnitten 6 und 9. a Ch. th. thummi entspricht dem Standardtyp. b Ch. th. thummi. 
Reversible Abwandlung des Abschnitts 9. c Ch. annularius Mric. Distaler Teil der mann- 
lich-geschlechtsgebundenen komplexen Inversion. In Abschnitt 6 des unteren Strangs dic 
den Querscheiben b—e entsprechende homogen gefirbte Zone. Im oberen, der Standard- 

anordnung entsprechenden Strang, Strukturabwandlung des Abschnitts 9 

enthalten in der Standardanordnung je eine dicke Querscheibe, die nur 
durch zwei diinnere Scheiben voneinander getrennt stehen. Distal und 
proximal dieser Gruppe schlieBen sich zwei Zonen mit blaBgefarbten 
Querscheiben an (Abb. 9a). Bei Ch. annularius und den oben ange- 
fiihrten Arten sind einige Querscheiben, darunter eine der beiden dicken, 
nicht auffindbar. Das abgewandelte Strukturbild macht den Eindruck 
einer Deletion, vorwiegend in jenen Fallen, in denen die Querscheiben 
artspezifisch dicht stehen (Ch. melanotus). Aus Griinden, die den inter- 
spezifischen linearen Chromosomenumbau betreffen (KYL 1961 b) ist es 
wahrscheinlich, daB die mit diesem Strukturphinomen versehenen Spe- 
zies abgeleitete Formen sind, daB also die Méglichkeit einer Duplikation 
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in diesem Chromosomen- 
abschnitt ausscheidet. Da 
homozygote Deletionen 
im allgemeinen _letale 
Folgen haben, diirfte diese 
Erscheinung mit einer 
Strukturabwandlung zu- 
sammenhangen. Dies ist 
insofern nahe liegend, als 
bei Ch. th. thummi Ein- 
zelfalle reversibler Veran- 
derungen an der Quer- 
scheibe 9b _ festgestellt 
werden. kénnen (Abb. 9b), 
die den Phanotypus dieses 
Chromosomenabschnittes 
dem irreversiblen abge- 
wandelten bei Ch. annu- 
larius (Abb. 9c) ahnlich 
werden lassen. 

4. Abschnitt F 2 (Ch. 
obtusidens ). Abb. 10a 
zeigt den Abschnitt F 2 
bei Ch. melanescens in 
einer mit dem Standard- 
typus weitgehend iiber- 
einstimmenden _ Ausbil- 
dung. Im abgewandelten 
homologen Abschnitt von 
Ch. obtusidens (Abb. 10b) 
bilden die Querscheiben 
e—f eine dicht zusam- 
mengezogene Gruppe. Die 
in der Standardanord- 
nung dicke Scheibe b 
entspricht offenbar der 
diinnen Doppelscheibe b 
bei Ch. obtusidens. 

5. Abschnitt EH 11—13. 
Die Abschnitte 12 und 13 





ted? 

b 
Abb. 10a und b. Strukturabwandlungen des Abschnitts 
F 2. a Ch. melanescens STR. b Ch. obtusidens GOETGH 





ls * 

Abb. lla—c. Strukturabwandlungen im proximalen 

Bereich vom Chromosomenarm E. a Ch. pseudothummi 

Str. b Ch. holomelas Str. ¢ Ch. acidophilus KEYL. 
— Sitz des Kinetochors 


bilden den proximalen Teil vom Chromosomenarm E und enthalten vor- 
wiegend diinne Querscheiben in unterschiedlich dichter Stellung. In Ab- 
schnitt 11 liegt bei den meisten Arten eine breite Zone mit sehr diinnen, 
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oft kaum erkennbaren Querscheiben (Abb. lla). Auch bei linearen Um- 
bauten dieses Arms wird das Aussehen von Abschnitt 11 kaum verandert 
(s. Kryt 1961b). Die Ausbildung der Querscheiben in den Abschnitten 
12 und 13 ist dagegen interspezifisch variabel, durch Abwandlungen der 
Querscheibenabstande und Querscheibendicken. Lineare Umbauten in 
dieser Zone sind bei Chironomus nicht nachweisbar. Ch. pseudothummi 
(Abb. lla) unterscheidet sich von Ch. acidophilus (Abb. 11¢) in diesem 
chromosomalen Bereich durch die Gruppierung der in Abschnitt 13 
liegenden Strukturen sowie durch die geringere Breite der querscheiben- 
freien Zone von Abschnitt 11. Bei Ch. holomelas (Abb. 11b) tritt in der 
Mitte von Abschnitt 11 eine markante Querscheibe auf; die Abschnitte _ 
12 und 13 zeigen Abwandlungen in der Querscheibengruppierung, die 
sich besonders eindrucksvoll in dem Auftreten einer breiten struktur- 
armen Zone von Abschnitt 12 bemerkbar machen. 


Diskussion 


Chromosomengestalt 

Die artspezifischen Verschiedenheiten in den Proportionen der 
Speichendriisenchromosomen miissen als Faktor der Chromosomen- 
evolution gewertet werden. Da sich dieses Phanomen vorwiegend auf 
die Variabilitat der Querscheibenabstande griindet, besteht eine gewisse 
Ahnlichkeit zu den gewebsspezifischen Proportionsdifferenzen von 
Riesenchromosomen, die BEERMANN (1952) von Camptochironomus 
tentans beschreibt. Griinde fiir diese Erscheinung sind bisher nicht be- 
kannt. Auffallig ist jedenfalls, daB die beiden Arten mit stark aus- 
gepragtem Kinetochor-Heterochromatin, Ch. crassimanus und Ch. 
melanotus, zu den Formen mit besonders gestauchten Speicheldriisen- 
chromosomen gehéren. Andererseits finden sich bei Ch. anthracinus 
Speicheldriisenchromosomen von gleichem Habitus, aber ohne auffallige 
_Heterochromatinstrukturen, und die mit scheibenartigem Kinetochor- 
heterochromatin versehenen Speicheldriisenchromosomen von Ch. dorsalis 
und Ch. cingulatus haben ausgesprochen breite Querscheibenabstande. So- 
mit ist zur Zeit noch vollkommen unklar, ob ein Zusammenhang zwi- 
schen Heterochromatinentwicklung und den Chromosomenproportionen 


besteht. 

Differenzierungen des Chromosomenphanotyps infolge fibrillarer 
Auflockerung scheinen nicht artspezifisch zu sein, weil sie durch 6kologi- 
sche Faktoren beeinfluBt werden. Die Tatsache, daB nur bestimmte 
Arten von dieser Erscheinung betroffen sind, diirfte auf der édkologischen 
Spezialisierung dieser Formen beruhen. Werden Larven von Ch. pseudo- 
thummi, Ch. uliginosus oder Ch. holomelas, die Moorgewasser bevorzugen, 
unter Laboratoriumsbedingungen geziichtet (Leitungswasser, Brenn- 
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nesselpulver), dann zeigen die Speicheldriisenchromosomen vollkommen 
klare Querscheibenstrukturen. Ob dies auch fiir die Tiefenformen von 
Ch. anthracinus und Ch. plumosus zutrifft, konnte wegen deren Unziicht- 
barkeit nicht untersucht werden. An den Ursachen fiir die Stérungen 
in der Fibrillenpaarung kénnten demnach die besonderen Lebensver- 
haltnisse in ionenarmen Moorgewassern und der durch tiefe Tempera- 
turen und extreme Sauerstoffarmut charakterisierten Seentiefe be- 


teiligt sein. 
Differenzierungen der Kinetochorregionen 

Die im Rahmen der Chromosomenevolution von Chironomus auf- 
tretenden heterochromatischen Differenzierungen der Kinetochor- 
regionen bieten mit Ausnahme der Verhaltnisse bei Ch. th. thummi nichts 
grundsatzlich Neues. 

In zwei Fallen, bei Ch. dorsalis und Ch. crassimanus, ist die Entwick- 
lung von Kinetochor-Heterochromatin durch Veranderungen an benach- 
barten Querscheiben begleitet. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei 
nicht um reversible Positionseffekte des proximalen Heterochromatins, 
wie es von Drosophila melanogaster beschrieben worden ist (SCHULTZ 
1941). Ihrer Lage nach scheinen diese Heterochromatinstrukturen viel- 
mehr bestimmten kinetochornahen Strukturabwandlungen von Ch. th. 
thummi (Kapselbildungen) zu entsprechen, die sich auch dann nicht ver- 
andern, wenn die betreffenden Chromosomenabschnitte an die hetero- 
chromatinarmen Kinetochorregionen von Ch. th. piger gekoppelt werden!. 

In dieser Hinsicht unterscheiden sich grundsatzlich die interkalaren 
Heterochromatinblécke, die von der Position morphologisch nicht als 
Heterochromatin charakterisierter Chromosomenabschnitte abhangig 
sind. Ob hierbei in jedem Fall RNS- Querscheiben einer Heterochromati- 
sierung unterliegen, wie bei Ch. cbtusidens, ist noch nicht zu entscheiden. 

Der Nachweis von RNS-Bildung innerhalb des Kinetochor-Hetero- 
chromatins der Chromosomen AB (I) und EF (III) von Ch. th. thummi 
gibt ein eindrucksvolles Beispiel von funktionsspezifischer Differen- 
zierung homologer Loci im Rahmen der Chromosomenevolution wie auch 
einen Beweis fiir mégliche RNS-Synthese im Heterochromatinbereich. 
Fir einen Zusammenhang zwischen heterochromatischen Chromosomen- 
strukturen und RNS-Synthese gibt es Hinweise von anderer Seite (KaurF- 
MANN, McDonaLp und Gay 1948). LEVENBOOK, TRAVAGLINI und SCHULTZ 
(1958) und Travaciini, LEVENBOOK und ScHULTz (1958) haben an 
‘Eiern von XX- und“X XY-Weibchen von Drosophila melanogaster gezeigt, 


1 Bei der Riickkreuzung von thummi x piger-Bastarden (KEYL, unverdffent- 
licht) zeigt es sich, daB bei der Keimzellenentwicklung von Bastarden beider Ge- 
schlechter nur Einzelfalle von Stiickaustausch in den Chromosomenabschnitten vor- 
kommen, die durch Strukturabwandlung und Paarungsliicken an den Speichel- 
driisenchromosomen charakterisiert sind. 
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daB das Vorhandensein des heterochromatischen Y-Chromosoms zwar 
nicht die Menge der vorhandenen RNS, aber deren Zusammensetzung 
beeinflu8t. Die Frage, ob das Heterochromatin von Ch. th. thummi eine 
ahnlich entscheidende Funktion ausiibt, miBte durch eine vergleichende 
Untersuchung der RNS von Ch. th. thummi und Ch. th. piger entschieden 
werden kénnen. Es mu8 jedoch damit gerechnet werden, daB das 
Heterochromatin oder die ihm zugeordnete RNS-Synthesefunktion 
gewebsspezifisch ist, also auf bestimmte Organe, bzw. bestimmte Ent- 
wicklungsstadien derselben beschrankt bleibt. 

Gewebsspezifische morphologische Auspragungsformen des Hetero- 
chromatins hat Cooper (1959) an dem Xh- und Y-Chromosom von 
Drosophila melanogaster gefunden. 

Bruchverhalten und Stoffwechselfunktion des Kinetochorheterochro- 
matins lassen wichtige Zusammenhange erkennen. Die gegeniiber einigen 
euchromatischen Abschnitten nur wenig erhéhten Bruchfrequenzen in 
den Kinetochorregionen bei der Spermienbestrahlung demonstrieren 
wahrscheinlich nur den gewodhnlichen Heterochromatineffekt, dessen 
relativ schwache Auspragung durch die geringe Menge des Heterochro- 
matins oder einer besonderen Heterochromatinsorte bestimmt sein 
dirfte. Anders liegen die Verhaltnisse bei der Direktbestrahlung der 
Speicheldriisenchromosomen (Kryt 1958). Dort sprechen sowohl das 
bevorzugte Eintreten von Einzelbriichen in den RNS-Bildungszonen als 
auch der rasche Anstieg der Bruchhaufigkeit im Heterochromatin auf das 
Fiinffache wahrend der ersten 48 Std des Junglarvenstadiums fiir einen 
unmittelbaren EinfluB der beginnenden RNS-Synthesefunktion auf 
die Bruchsensibilitat. 

Aus den Briichen durch Malachitgriin- Behandlung lassen sich folgende 
Schliisse ziehen. Das totale oder partielle Durchbrechen der Chromo- 
somen an den RNS-Bildungsorten der Kinetochoren und im Nukleolus 
hat offenbar seine Ursache in den gleichartigen Funktionen dieser Stellen. 
DaB dafiir nicht allein heterochromatische Eigenschaften dieser Loci 
in Frage kommen kénnen, ergibt sich aus der Tatsache, da diese Bruch- 
ereignisse nur in einem noch nicht prazise erfaBten Entwicklungsstadium 
der Larven induziert werden kénnen. Dies gibt den Hinweis auf kurz- 
fristige Veranderungen in den betreffenden Chromosomenabschnitten, 
wie sie nur im Zusammenhang mit der Bildung von ,,puffs‘‘ verstanden 
werden kénnen. 

Unter den chemischen Mutagenen sind fiir das Maleinsaurehydracid 
(DaRLINGTON und McLetsH 1951) und dessen Derivate (GRaF 1957) eine 
fiir Heterochromatin spezifische bruchauslésende Wirkung festgestellt 
worden. KaurMann, Gay und McDonatp (1960) nehmen an, daB die 
Strukturverwandtschaft mit dem Uracil es dem Maleinsaéurehydracid er- 
moglicht, in die RNS eingebaut und auf diesem Wege bruchwirksam zu 
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werden. Die Wirkungsweise des Malachitgriins mu8 auf komplizierteren 
Zusammenhingen beruhen. Die Untersuchungen von KEYL und WERTH 
(1959) haben gezeigt, daB dieser Farbstoff nicht mit den typischen Kigen-., 
schaften eines chemischen Mutagens ausgezeichnet ist. Von den physio- 
logischen Wirkungen, die in diesem Zusammenhang in Betracht kommen, 
ist bis jetzt lediglich die Hemmung des Atmungsstoffwechsels sicher 
bekannt. Es ist aus diesem Grunde fraglich, ob der Farbstoff selbst 
unverandert an den Chromosomen aktiv werden kann oder ob dies 
indirekt vom Cytoplasma aus geschieht. 


Interkalare Differenzierungen 


Bei der Chromosomenstrukturanalyse des Ch. thummi x piger- - 
Bastards (KreyL 1957) wurden bereits einige Typen interkalarer Struk- 
turabwandlungen herausgestellt, sie werden durch weitere im Rahmen 
der vorliegenden Untersuchungen erganzt. Fiir einen bestimmten Ab- 
wandlungstyp — kleine Differenzen in Querscheibenabstand und Aus- 
pragung diinner Strukturen — hat sich inzwischen eine plausible Er- 
klarung ergeben. BEERMANN (1959) konnte durch Farbung und PELLING 
(1959) durch *H-markiertes Uridin feststellen, daB zahireiche der blassen 
Querscheiben in den polytinen Chromosomen von Camptochironomus 
tentans RNS bilden. Ahnlich wie bei Camptochironomus laBt sich an den 
Chironomus-Speicheldriisenchromosomen eine groBe Zahl von RNS- 
scheiben durch Farbung sichtbar machen. 

Interspezifisch bestehen fiir bestimmte dieser Strukturen sowohl 
Ubereinstimmung als auch Unterschiede in Vorkommen und Auspra- 
gung. Bildungsorte von Nebennukleolen, wie sie bei Ch. anthracinus und 
in groBer Zahl bei Ch. annularius vorkommen, sind einfachen RNS- 
Scheiben anderer Arten homolog. Die Organisationsform der RNS-Loci 
erweist sich in einigen Fallen positionsabhangig, beispielsweise bei dem 
Nebennukleolus im Chromosomenarm A, Abschnitt 3 von Ch. annularius. 
Er liegt im Bereich einer verbreiteten Inversion und wird nur bei einer 
der beiden Strukturfolgen ausgebildet, kommt also auch heterozygot vor. 

Fiir einige interspezifische Strukturabwandlungen, beispielsweise fiir 
die im proximalen Bereich vom Chromosomenarm E (Abschnitte 12 und 
13) liegenden und die hier nicht angefiihrten Differenzen des Ab- 
schnitts 20 von Chromosomenarm F, hat sich bereits nachweisen lassen, 
daB sie mit einem unterschiedlichen RNS-Funktionsmuster verbunden 
sind. Die unterschiedlich ausgepragte Aktivitat dieser Loci verandert 
die Breite der betreffenden Scheiben und damit auch die Abstandsver- 
haltnisse benachbarter inaktiver Strukturen. 

Andere Kausalzusammenhange missen fiir die Fille erwartet werden, 
in denen morphologisch ausgepragte Unterschiede im DNS-Gehalt homo- 
loger Strukturen bestehen. Der exakte Nachweis derartiger Differenzen 
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durch Messungen steht zwar noch aus, jedoch ist an der Realitat einer 
derartigen Erscheinung auf Grund zahlreicher Beobachtungen, vorzugs- 
weise den subspezifischen Strukturdifferenzen bei Ch. th. thummi und 
Ch. th. piger, kaum zu zweifeln. Nach allem, was bisher tiber die Funk- 
tionen an Riesenchromosomen bekanntgeworden ist, umfassen die DNS- 
reichen Querscheiben Genorte, die innerhalb des betreffenden Gewebes 
ohne Funktion sind [solange sie sich nicht innerhalb einer Struktur- 
modifikation (puff, Balbianiring) verdéndern]. Damit diirften die auf 
unterschiedlichem DNS-Gehalt beruhenden Differenzen Mutationen 
reprasentieren, die in den Speicheldriisen unmittelbar nicht wirksam 
werden. 

Unter diesen Umstinden ist zu erwarten, daB sich die polytanen 
Chromosomen derselben Art gewebsspezifisch durch Strukturabwand- 
lungen voneinander unterscheiden. Bei den Chironomus-Arten sind die 
Riesen-Chromosomen anderer Gewebe als der Speicheldriisen fiir Unter- 
suchungen nicht brauchbar. Die polytaénen Chromosomen aus verschie- 
denen Organen von Rhynchosciara angelae (PAVAN und BREUER 1952) 
und Camptochironomus tentans (BEERMANN 1952) stimmen in ihrer Quer- 
scheibenstruktur zwar in markanten Punkten gut iiberein, differieren 
jedoch in kleinen Einzelheiten an zahlreichen Stellen. 

Das Vorkommen interspezifischer Unterschiede im DNS-Gehalt 
homologer Querscheiben beriihrt u.a. den Aufbau polytiner Chromo- 
somen betreffende Probleme, insbesondere dann, wenn auf die wenig 
einleuchtende ausschlieBliche Beteiligung von Duplikationen und Dele- 
tionen (Mrtz 1937, Merz 1947, Merz und Lawrence 1938, Roum 1947) 
verzichtet werden soll. Die Frage, ob Querscheiben an Stellen auftreten 
kénnen, die bei verwandten Arten vollig strukturlos sind, soll zunachst 
unberiihrt bleiben, weil iiber das Vorkommen von DNS zwischen den 
Querscheiben Unklarheit herrscht. BrrrmMaNN und Baur (1954) 
schlieBen auf Grund elektronenmikroskopischer Untersuchungen der 
der Speicheldriisen-Chromosomen von Camptochironomus tentans, daB 
wahrscheinlich doppelt soviel Querscheiben vorhanden sind, als licht- 
mikroskopisch festgestellt werden kénnen. Es ist deshalb berechtigt, 
davon auszugehen, da interspezifisches Neuauftreten oder Verschwin- 
den von DNS-Strukturen an homologen Ort in jedem Fall nur eine 
Differenz des DNS-Gehalts desselben Locus darstellt. 

Die Entstehung der Balbianiringe aus dem Material einzelner Quer- 
scheiben beweist, daB die Elementarfibrillen innerhalb der Querscheiben 
in sehr dichter Spiralisation vorliegen miissen; die offenbar festen Be- 
ziehungen zwischen dem Ausma8 der betreffenden Querscheiben und 
der Oberflachenentfaltung der Balbianiringe (MiCHELKE 1959) ver- 
mitteln eine Vorstellung von quantitativer Beziehung zwischen DNS- 
Gehalt und Spiralisationsgrad der Fibrillen. Unter diesen Vorausset- 
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zungen muBten Differenzen im DNS-Gehalt homologer Strukturen auf 
Verainderungen im Spiralisationsgrad oder der Spiralenverteilung des- 
selben Chromosomenbereichs beruhen. Zur Erklarung schwacher Struk- 
turdifferenzen, wie Zusammenfassung diinner Scheiben zu kompakten 
Strukturen oder umgekehrt; diirfte diese Vorstellung ausreichen, nicht 
dagegen fiir starke Abanderungen des DNS-Gehalts, wie es beim Ent- 
stehen der positionsabhangigen interkalaren Heterochromatinblécke zu 
beobachten ist. Derartige Erscheinungen kénnen eigentlich nur durch 
Unterschiede in der Replikationsgeschwindigkeit der DNS verstanden 
werden. Es ware denkbar, daB die verschiedenen Heterochromatin- 
und Querscheibentypen sich auf Grund genetischer Eigenschaften — 
total inaktiv, gewebsspezifisch zeitlich oder total inaktiv — in der Zahl 
ihrer DNS-Replikationsschritte in den polytaénen Chromosomen mehr 
oder weniger stark unterscheiden. Da8 grundsatzlich zeitliche Unter- 
schiede bei der DNS-Replikation von Hetero- und Euchromatin be- 
stehen kénnen, hat Lima-p8-Faria (1959) an Heuschrecken-Spermato- 
cyten und Blattzellkernen des Roggens nachgewiesen. 


Zusammenfassung 

1. Die Speicheldriisen-Chromosomen der Chironomus-Arten zeigen 
interspezifisch Unterscheidungsmerkmale homologer Strukturen, die 
nicht mit linearen Umbauten erklart werden kénnen und unter der 
Bezeichnung ,,Strukturabwandlungen“ zusammengefaBt werden. 

2. Strukturabwandlungen, die sich als Faktoren der Chromosomen- 
evolution erweisen, betreffen Proportionsverhaltnisse der Speichel- 
driisen-Chromosomen, Heterochromatindifferenzierungen an den Kineto- 
chorregionen und unterschiedliche Ausprégung homologer interkalarer 
Strukturen. 

3. Die Aufblahungen in den Speicheldriisen-Chromosomen von Ch. 
th. thummi werden auf die Bruchfahigkeit des darin enthaltenen Hetero- 
chromatins untersucht. Die Spermienbestrahlung bewirkt fir die drei 
mediokinetischen Chromosomen 34—48% mehr rekombinierte Briiche 
als die Direktbestrahlung embryonaler Speicheldriisen-Chromesomen 
(Kgryt 1958). Die fiir die Kinetochorregionen errechneten Werte aus 
Bruchzahlprozenten/Abschnittslangen werden von einigen euchromati- 
schen Abschnitten fast erreicht, in einem Fall iibertroffen. 

4, Die Aufblahungen der heterochromatischen Querscheiben in den 
Kinetochorregionen der Chromosomen AB (I) und EF (III) von Ch. th. 
thummi erweisen sich als ,,puffs‘‘, in denen RNS-Bildung nachgewiesen 
werden kann. Durch Majlachitgriinbehandlung junger Larven kénnen 
zu einem noch nicht genau bekannten Zeitpunkt der Entwicklung 
Diploid- und Partialbriiche in diesen RNS-Loci und dem Nukleolus 
bevorzugt ausgelést werden. 
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5. Interkalare Strukturabwandlungen erweisen sich bei einigen Arten 
als positionsabhangige Heterochromatinisierungen, in anderen treten sie 
in Zusammenhang mit Unterschieden des RNS-Funktionsmusters der 
Speicheldriisenchromosomen auf. Ein anderer Abwandlungstyp diirfte 
auf Differenzen im DNS-Gehalt homologer Querscheiben beruhen. Diese 
Erscheinung wird als interspezifische Differenzierung eines Funktions- 
musters gedeutet, das in den Speicheldriisen inaktiv ist. 
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Introduction 

With a sensitive polarizing microscope the microscopic structure and 
the submicroscopic organization of the mitotic spindle can be followed 
in living cells by virtue of the birefringence exhibited by the spindle 
fibers (INou& 1953). To date Inovuf has observed chromosomal and 
continuous spindle fibers (following ScHRADER’s definition, see ScHRA- 
DER 1953) in the following living cells in division—pollen mother cells 
of Lilium longiflorum (centrifuged), Gasteria carinata, Polygonatum 
biflorum and an iris; odcytes of the marine worms Chaetopterus perga- 
mentaceous (centrifuged), Mesochaetopterus taylori (centrifuged), and a 
mussel Mytilus californianus (centrifuged or flattened); developing eggs 
of Halistaura cellularia, Aglantha digitale and other medusae, Bolinopsis 
sp. (Friday Harbor, Wash.), Pleurobrachia sp. (Friday Harbor, Wash.) 
and other ctenophores, Asterias sp. (Woods Hole, Mass.) and other 
echinoderms; and spermatocytes of Drosophila melanogaster as well as 
of Dissosteira carolina, Chloealtis conspersa, Chortophaga viridifasciata and 
other Orthoptera. Except where otherwise specified the spindle fibers 
were observed without flattening or centrifuging the cells. In meiotic 
cells two consecutive divisions were often observed and in developing 
eggs several successive divisions in early cleavage were followed. In all 
cases observations were continued several hours after division to make 
sure the cells were developing normally. Time-lapse motion pictures 
showing birefringence of the spindle fibers in Liliwm longiflorum, Ha- 
listaura cellularia, Bolinopsis sp. (Friday Harbor, Wash.), Aglantha 
digitale, Dissosteira carolina and Haemanthus katharinae have also been 
made. Every observation confirmed the original findings (INou£ 1953) — 
namely, the presence, in actively dividing living cells, of chromosomal 
fibers whose birefringence? throughout anaphase remains strongest 





* This paper is dedicated to Professor Franz ScHRADER on the occasion of his 
seventieth birthday. 

** This research was supported in part by USPH grant C-3002 awarded to 
Surnya Inovk and by the Rockefeller Foundation travel grant GA BMR 5865 
awarded to ANDREW BaJER. 

1 Copies available by contacting senior author. 

2 In this paper the term birefringence is used in the same sense as retardation 
and not as coefficient of birefringence. 
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adjacent to the kinetochores (and to the centrioles when present), 
continuous fibers whose birefringence diminishes during anaphase but 
recovers during telophase, and in plant cells transformation of the con- 
tinuous fibers into the more strongly birefringent phragmoplast fibers. 
BaJER earlier found that details of individual chromosome behavior 
could be followed during mitosis by phase contrast microscopy in living 
endosperm cells of a variety of monocotyledonous plants (BAJER and 
Motk-BasER 1954—1958). Many sequences of time-lapse motion pic- 
tures were taken especially on endosperm cells of Haemanthus katharinae 
(Amaryllidaceae)—an exceptionally favorable material—and the move- 
ments of chromosomes and their arms were analyzed frame by frame. 
However, although chromosomes were clearly visible, spindle fibers 
could not be seen in healthy cells with phase contrast microscopy. 


We have recently found that the same Haemanthus endosperm cells 
show qualities uniquely favorable for observing mitosis in polarized 
light. Spindle fibers can be seen clearly in living cells without flattening 
or centrifuging since the cells lack a cell wall, starch grains and other 
highly birefringent or light scattering elements. In addition, when the 
cells are flattened until the chromosomes spread into one plane the 
relation of the spindle fibers to regions of individual chromosomes can 
be clearly established. Both flattened and non-flattened cells prepared 
in prophase successfully enter mitosis, divide and complete the formation 
of their cell plates. With this material we have not only further confirmed 
the reality of spindle fibers and followed their behavior in greater detail, 
but were also able to study aspects of mitosis which could not be seen 
in the other cells previously employed. The following is a report on the 
observations we have made. 


Technique 


The endosperm cells were collected from translucent young seeds (ca. 6—8 mm 
long) of H. katharinae!. After excess liquid was removed from the seed the cells 
were extruded onto a cover glass coated with a thin layer of 0.5% agar dissolved 
in 3.5% glucose. Special precautions were taken to prevent any drying of the agar 
and the cells. This same cover glass which was ringed with vaseline-parafiin before- 
hand was placed on another glucose-agar coated cover glass and sealed. When it 
was desirable to flatten the cells, the preparation was tilted to allow excess liquid 
to drain onto the lower cover glass or onto a piece of filter paper inserted between 
the covers. With proper adjustment the isolated endosperm cells were slowly 
flattened until details of individual chromosomes were clearly visible in one focal 
plane. The liquid contact between top and bottom cover glasses was then broken 
and the preparation stabilized (see BaseR 1954a,b for more detail). 


1 We are deeply indebted to Professor R. D. Grsss of the Department of 
Botany, McGill University, Montreal, Canada for providing us with the single 
plant in the proper flowering stage which could be located in continental North 
America. Many thanks are also due to Mr. Ray J. Maas of the University of 
Rochester for locating this plant. The plant bore over 30 fertile fruits. 
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Birefringence of the cells was observed and recorded by still and motion pictures 
with a special polarizing microscope!. For these studies a non-rectified coated 
stain-free 25x 0.65 N.A., Leitz oil-immersion objective was used in conjunction 
with a 100.25 N.A., American Optical coated stain-free objective as the con- 
denser. Pure green light (546 my) from a high pressure mercury arc lamp (A-H 6, 
General Electric) was isolated with a multi-layer high transmission interference 
filter (Baird Associates, nominal half band widths 70 A) and its accessory high 
and low cut-off filters. 

Observations 


The salient features of our observations are: 

1. In prophase a few hours before nuclear membrane breakdown, a 
narrow birefringent zone appears outside of the nuclear membrane 
(Figs. 1—3?). In position and shape this corresponds to the ‘“‘clear zone”’ 
observable by phase contrast and described earlier by BAJER (1957) as a 
structureless semi-liquid region. At an early siage of “‘clear zone’’ forma- 
tion two or more pointed arms of the zone are frequently found extending 
in opposite directions (Fig. 1). The contents of these arms (the classical! 
“polar caps’’) are also birefringent and show a fibrous texture running 
in the direction of the protrusions. The slow axis of the birefringence lies 
parallel to the arms and continues tangentially to the nuclear membrane, 
ie., the fibrils show tangential positive birefringence. No distinction 
or separation is seen between the “polar caps” and the rest of the ‘‘clear 
zone”’ surrounding the nucleus. 


1 Designed jointly by Surnya Inovus and the research staff of the American 
Optical Co., and built at the University of Rochester and the A. O. Research Center 
with generous support from the latter. We are especially grateful to Dr. STEPHEN 
M. McNEILxeE of the American Optical Co., and Profs. Ropert EK. Hopkins and 
KENNETH W. Cooper of the University of Rochester for making possible the build- 
ing of this instrument. For a brief description of this instrument see Inouk (1961 b). 

2 Magnification of all prints is identical. No photographs are retouched. The 
scale appears by Fig. 2c and below Fig. 24. Scale 10 interval for all photographs 
in this paper. In figures marked a, the slow axis of the revolving mica compensator 
(approximate value //30) is oriented in the quadrangle opposite to that of the clear 
zone and the spindle. Thus the material of the clear zone and the spindle fibers 
appear dark. Regions of the nuclear membrane oriented in this direction are also 
dark while those at right angles are bright. The chromosomes and nucleoli exhibit 
a complex pattern of light scattering and birefringence. In figures marked b, the 
orientation of the compensator and the contrast of the birefringent areas is reversed. 


Fig. 1 a—c. Mid-prophase showing clear zone, nuclear membrane and nucleoli. The fusiform 

clear zone (CZ, the classical ‘‘clear zone”’ and “‘polar caps’’), exhibits a positive birefringence 

with reference to its long axis. The intact nuclear membrane (.V /) also shows a tangential 

positive birefringence. The nucleoli (Nc) are still intact and highly refractile. The cell 
which is slightly compressed is in a stage just before the cell in Fig. 3 


Fig. 2a—c. Late prophase during nuclear membzane breakdown. Chromosomes have become 
more differentiated. The nucleolus generally disappears at or shortly after this stage. 
The nuclear membrane although deformed is still evident near the equatorial region of the 
fusiform clear zone. Cell slightly compressed. 
Figs. 1c and 2c. Tracings of Figs. 1a, b and 2a, b 
4* 
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2. By late prophase the birefringent clear zone and its arms are much 
thicker (Fig. 3). Then, as soon as the radially negative birefringent 
nuclear membrane (and nucleolar membrane ?) disappears, the positive 
birefringence extends into the nuclear area (Figs. 2, 4, 21). Up to this 
stage, the positive birefringence is not detectable within the nucleus. 

3. Soon thereafter the chromosomes condense into a smaller volume 
(the mitotic contraction stage, BasErR 1958a). The positively bire- 
fringent material is then organized into spindle fibrils or fibers, some of 
which apparently terminate on the chromosomes (Figs. 4, 5, 21, 22). 
Within the spindle fibers thus formed the birefringence is strongest 
adjacent to the chromosomes. 

4, The chromosomes then disperse and undergo complex movements 
(Figs. 5, 6, 22, 23, and BasER 1958c) until finally they come to a tem- 
porary standstill when the metaphase plate is established (Figs. 7, 13, 
14, 23, the right cell). The birefringence of the spindle fibers appears 
to fluctuate during the pro-metaphase motion but details of the change 
have not yet been analyzed. 

5. By early metaphase the contiguity of the spindle fibers to the 
primary constriction of the chromosomes becomes obvious in flattened 
cells (Figs. 13, 14). By definition then these are chromosomal spindle 
fibers (SCHRADER 1953). Both the birefringence and compactness of the 
chromosomal spindle fibers are greatest adjacent to the constriction where 
two especially birefringent spots are sometimes observed (indicated by 
arrows in Figs. 13 and 14). In non-flattened cells (Figs. 7, 23, the right 
cell) spindle fibers with a similar distribution of birefringence are ob- 
served but without flattening it is difficult to discern before anaphase 
the exact region of the crowded chromosomes to which these fibers run. 

6. Just at the onset of anaphase (Figs. 8, 15) the birefringence of the 
chromosomal spindle fibers frequently reach their peak value. As the 
chromosomes move apart in anaphase the birefringent chromosomal 
spindle fibers are clearly seen, even in non-flattened cells, leading the 
chromosomes to the poles (Figs. 8—12). Throughout this process the 
chromosomal spindle fibers gradually shorten but their birefringence 
always remains greatest adjacent to the kinetochores (Figs. 8—12, 15, 


Fig. 3. Cell in late prophase before nuclear membrane breakdown. The birefringence 
parallels the fibrous texture of the clear zone material. Cell not flattened. Figs. 4—12. Single 
cell from shortly after nuclear membrane breakdown to late anaphase (Data series 58 i 21, 
room temperature approx. 23°C). Fig. 4. 12%4h, Contraction stage. Spindle shows longitudinal 

fibrous texture and positive birefringence. The clear zone is no longer present as a sepa- © 
rate entity. Chromosomes have contracted towards the equatorial region. Fig. 5. 12°*h, 
Spindle material is more clearly differentiated into chromosomal spindle fibers. These 
longitudinally oriented fibers show a stronger birefringence than the general spindle 
material. Fig. 6. 13'* h, Pro-metaphase. The kinetochore regions of many but not all 
chromosomes have reached the metaphase plate. Chromosome arms are still bent but 
more or less point towards spindle poles. Fig. 7. 13h, Metaphase. Kinetochores aligned 
at central region of the spindle. Strong birefringence of the chromosomal spindle fibers 
ends abruptly at kinetochores. Toward the spindle poles the chromosomal fibers taper 

down and their birefringence is weaker 
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16), as was observed in Lilium pollen mother cells and many other cells 
(INov£é 1953 and Introduction). 

7. During early anaphase the positive birefringence of the continuous 
fibers is frequently inconspicuous (Figs. 8—10, 15, 16) but at late 
anaphase or telophase it again becomes apparent (Figs. 11, 12, 17, 24). 
Then the continuous fibers condense towards the original metaphase 
plate and become the phragmoplast fibers (Fig. 18). Time-lapse motion 
pictures of this stage show a successive transformation of the continuous 
fibers into phragmoplast fibers. Within the fibrous phragmoplast small 
granules or vacuoles accumulate to the mid-plane, fuse and become the 
cell plate (Figs. 19, 20). (BAsER believes these “granules” may actually 
represent localized droplets of phragmoplast fibers.) The behavior of the 
continuous fibers, and the formation of the cell plate from the bire- 
fringent phragmoplast is similar to that earlier described for Lilium and 
other pollen mother cells (INou& 1953). 

8. While some cells were greatly flattened (Figs. 13—20) others were 
observed without flattening (Figs. 3—12, 21—25). In extremely flat- 
tened cells the continuous fibers were less conspicuous and the divisions 
somewhat slower. The chromosomal spindle fibers may have been 
somewhat shorter but the pattern of distribution of birefringence in the 
fibers was not affected by flattening. 

9. Many cells were continuously exposed to the very intense mono- 
chromatic mercury green light from prophase before nuclear membrane 
breakdown through completion of cell division. Contrary to earlier 
observations where endosperm cells were found highly sensitive to 
illumination (BagER and Moub-BaJeR 1956, MoLk-BaserR 1958) no 
anomaly due to the illumination could be detected. 





Discussion and conclusion 

Our observations of a tangential positive birefringence in the “‘clear 
zone” and its ‘polar caps” and their subsequent behavior in prophase 
adds further strength to BaJER’s contention that the ‘clear zone” and 
polar cap substance is in fact a spindle precursor material (BAJER 1957 
as contrasted to WapaA 1950, also see OstERHOUT 1902 and WILson 
1928, pp. 150—156). However, the pattern of birefringence we observed 
makes it unlikely that the ‘clear zone” is an ‘‘unoriented semi-liquid”’ 
(BasER 1957), although it could very well be, as may also the spindle 
itself, a labile thixotropic gel. 


Figs. 8—12. Fig. 8. 14°°h, Fig. 9. 14°* h, Fig. 10. 14°° h, Fig. 11. 14**h, Fig. 12. 14°*h. Anaphase. 

Strong birefringence of chromosomal spindle fibers is seen adjacent to chromosome kineto- 

chores throughout anaphase. Chromosomal fibers gradually shorten and their overall 

birefringence drops towards telophase but local birefringence remains strongest adjacent to 

kinetochores. The weak birefringence of the continuous fibers, also longitudinally positive, 
is more apparent in the later stages of anaphase (Figs. 11, 12) 
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Fig. 13. Late pro-metaphase. Highly flattened cell showing relation of chromosomal spindle 
fibers to individual chromosomes. To the primary constriction or kinetochore region 
(indicated by arrow) of each chromosome is attached the bright, strongly birefringent region 
of the chromosomal spindle fiber. The fiber birefringence dwindles towards the poles. 
Continuous fiber birefringence at this stage is too weak to be seen in these photos 
Figs. 14—20. A highly compressed cell from metaphase to formation of cell plate. Magnifi- 
cation same as other pictures. (Data series 58 j 2.) 
Fig. 14. 17°°h, Metaphase. See explanation for Fig. 13 
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Fig. 15. 175° h, Early anaphase. Kinetochores and chromosome arms separating. Chromo- 
somes are led towards the diffuse spindle poles by the bright chromosomal spindle fibers 


Vig. 16. 18'*h, Anaphase. Chromosomes mostly separated. Chromosomal spindle fibers 
leading the kinetochore region of chromosomes still show strongest birefringence adjacent 
to latter 
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Fig. 17. 19% h, Early telophase. Chromosomal spindle fibers are no longer visible. The 
.continuous fibers become more strongly birefringent throughout the gap between the 
separated chromosome groups. Also see Fig. 24 


Fig. 18. 19% h, Telophase. Phragmoplast formation. The birefringence of the continuous 
fibers becomes weaker near the chromosomes and strong in the equatorial region of the 
spindle. In the middle of the phragmoplast thus formed small granules (vacuoles) are aligned 
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Fig. 19. 20h, Phragmoplast stage. The continuous fibers have been converted completely 
into phragmoplast fibers and the equatorial granules have merged to form the cell plate. 
The longitudinally positive birefringence of the phragmoplast fibers is strongest adjacent 
to the cell plate and gradually diminishes towards the chromosome groups 
Fig. 20. 21°5 h, Late stage of cell plate formation. The phragmoplast birefringence has 
diminished in the mid region of the cell where cell plate formation is nearly complete. 
Birefringence of the phragmoplast fibers is stronger near the cell periphery where cell plate 
formation is still proceeding. Also see Fig. 25 
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Figs. 21—25. Two unflattened cells from 
early contraction stage through cell plate 
formation: (From series 58 j 2.) Fig. 21. 
10°°h, Left cell is at a stage between 
cells shown in Figs. 2 and 4, immediately 
following nuclear membrane breakdown. 
Right cell isin a slightly advanced stage. 
Fig. 22. 11'°h, Left cell in stage between 
Figs. 5 and 6. Fig. 23, 12%4h Left cell in 
stage between Figs. 6 and 7. Right cell 
in metaphase. Fig. 24. 13°°h, Anaphase. 
See legend for Fig. 17. Fig. 25. 15°°h, Cell 
plate formation. See legend for Fig. 20. 
Scale 10 interval for all photographs 
in this paper 
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Very shortly after breakdown of the nuclear membrane, chromosomal 
spindle fibers are established at the kinetochores. These fibers appear 
to be regions of the general spindle (continuous fibers and fibrils) con- 
verted and organized into fibers with a higher degree of orientation. The 
kinetochore in Haemanthus katherinae then possesses an orienting or 
organizing faculty from early stages of pro-metaphase. The distribution 
of birefringence at this stage of spindle development has not been clearly 
observable in other cells previously studied. 

The occurrence of birefringent chromosomal and continuous fibers in 
a wide variety of dividing cells establishes the strong likelihood that they 
are general features of mitosis wherever spindles occur. Whenever the 
optical conditions in the cells are favorable, the cells healthy, and the 
instrument adequately sensitive and with appropriate resolving power, 
these fibers have been observed in living cells in polarized light (see 
introduction). The objections of HEILBRUNN (1956) and others concern- 
ing the non-existence of these fibers in normal cells are therefore no 
longer admissible. 

Outside of a very few exceptional cases (CLEVELAND 1953, CooPER 
1941, see SCHRADER 1953), spindle fibers cannot be observed by ordinary 
light’ or phase contrast microscopy in living cells unless the cells are 
somewhat damaged or when they appear to be in an abnormal state, 
such as exposure to hypertonic or acidic media (e.g. Lewis 1923). 
Spindle fibers in many, if not most, healthy living cells therefore repre- 
sent fibrous regions of the spindle with specific orientation (therefore 
visible in polarized light) but whose refractive index varies little from its 
suroundings. This optical condition would prevail if the fibers lay 
within a milieu of the same material with approximately the same con- 
centration but which has rather less orientation than the fibers themselves. 

In all of the cell types so far studied including Haemanthus, the 
birefringence of chromosomal fibers is strongest adjacent to the kineto- 
chore throughout anaphase. This observation disproves the postulate of 
Swann (1951) that during anaphase a disorienting substance is secreted 
from the kinetochore, thus inducing disorientation and contraction of 
the spindle fibers. His whole argument was based on birefringence 
measurement of half spindle areas in developing sea urchin eggs, but 
unfortunately with the material and instrument employed he was neither 
able to resolve the chromosomal spindle fibers nor to determine the exact 
location of the chromosomes in the living cells. 

Inovus& (1959) has postulated that the micelles within the spindle fiber 
are barely cross-linked and tend to seek an equilibrium with the un- 
oriented ‘‘pool material” in their surrounding. In this equilibrium, 
which is temperature sensitive, it was explained that alignment of the 
micelles is governed in part by orienting forces thought to be present 
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at the kinetochores and centrioles. Were this interpretation correct, one 
may conclude from the observed persistence of birefringence near the 
kinetochore that an orienting force is continuously at work there through- 
out anaphase. The chromosomal fibers may then contract or elongate 
depending on whether more oriented material leaves or enters the fibers, 
as compared to the equilibrium state. A similar argument would apply 
to continuous fibers at various stages of mitosis and to spindle fibers 
treated with colchicine (INovuz 1952, 1961a). 

From the several observations described in this paper and earlier 
(Inout 1952—1959, BasER 1954—1958), we would not at all be surprised 
if the clear zone material, the continuous fibers, the chromosomal 
spindle fibers and the phragmoplast fibers all turned out to be trans- 
formations of one and the same material. The difference would primarily 
depend on the mode and degree of orientation and the active centers 
organizing the particular fiber species. In fact such notions have been 
proposed long ago by OsTERHOUT (1902) and others and have later been 
disfavored by workers who were unable to demonstrate the fibers in 
carefully fixed cells (see WiLson, pp. 155, 161, ScHRADER pp. 42, 47). 
Since birefringence of the fibers can now actually be seen in living 
healthy cells, the latter objections could hardly hold any longer, although 
it is no doubt true that the very sharp fibers and fibrils depicted by the 
earlier workers are somewhat artifactual. 

Intense green light is apparently harmless to Haemanthus cells as 
was found true for most of the cells observed previously by Inou&. On 
the other hand he has observed a number of cases in which the blue 
spectrum of visible light rapidly injures or kills the cells or organelles 
illuminated. Therefore, the injurious effect of ‘‘green’’ light observed 
by BasJER on Haemanthus division is very likely due to inadequate 
filtration of the blue end of the spectrum (the far red spectrum was 
removed by a thick layer of Mohr’s solution). 

Endosperm cells of Haemanthus katherinae offer excellent opportunities 
for further experimental analysis of mitosis in polarized light. Observa- 
tion is possible on individual cells from early prophase through completion 
of division. The primary constriction or the kinetochore region of the 
large chromosomes are clearly seen and the attachment of the spindle 
fibers can be followed in living cells. Correlation of chromosome move- 

“ment with changes in chromosomal fiber birefringence may yield con- 
siderable insight on the mechanisms at work during mitosis. 
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A NOTE QN THE BEHAVIOUR OF SPINDLE FIBRES 
AT MITOSIS*. 
By 
A. BAJER 
With 4 Figures in the Text 
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The interest in the mechanism of the chromosome movements 
started with the discovery of the course of mitosis, itself. The review by 
ScHRADER (1953) gives a comprehensive picture of the different ideas 

presented in this field. 

There is no need to discuss the reality of the existence of the mitotic 
spindle ox of its fibrillar structure. The centrifuging experiments by 
ScHRADER (1934), the isolation of the mitotic apparatus by Mazia and 
Dawn (1952) and the studies in polarized light, especially those done on 
living cells by Scumipt (1939), Hugues and Swann (1948), Swann 
(1951a, b) and especially by Inovus& (1952, 1960) and Taytor (1959, 1960) 
have demonstrated without doubt that the spindle with its characteristi- 
cally oriented structure exists. Furthermore, the connection of the 
chromosomal spindle fibre to the kinetochore has been demonstrated. in 
living cells (INou& and BasEr, 1961). 

Also the opinion that the chromosomes change their position as the 
result of a co-ordinated activity of the spindle fibres and the kineto- 
chores is supported by literature on the subject. However, our knowledge 
of the mode of action of the spindle fibres is very incomplete. A theo- 
retical treatment of the problem based on experiments was presented 
by OsTERGREN et al. (1960). A simple interpretation would be to assume 
that the chromosomal spindle fibre acts as a kind of elastic fibre. Such 
suggestions were made by Huauss and Swann (1948) as well as by 
BaJeR and HrynkrEwicz (1951) on the basis of an analysis of curves 
of chromosome movements based on studies of living cells and also by 
Wana (1950). However, the facts reported mostly by OsTERGREN 
(1949, 1951, 1960) indicate that the idea of a simple elastic pull should 

‘ be abandoned. 

As our knowledge. of many aspects of the behaviour of spindle fibres 
is very scarce, all data contributing to an understanding of the problem 
may be of interest. For this reason measurements of certain movements 
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were undertaken on a time lapse film (cf. INouf£ and BaszEr, 1961) 
made with the use of Dr. INov&’s improved polarizing microscope. 
The endosperm of Haemanthus katharinae Bax. prepared in the usual 
way (BAJER 1955, 1957) was used. In the micrographs made with 
polarized light, the spindle fibres, chromosomes and various details in 
the cytoplasm are seen (Fig. 1). The details are more clearly seen during 
projection of the cine-film than on the micrographs. The kinetochore 
movements, the lengths of the chromosomal spindle fibres, and the posi- 
tions of the spindle poles were measured and plotted against the time. 
It is seen from the micrographs that the birefringence of the chromo- 
somal spindle fibres fades gradually towards the poles, and for this 
reason it is very difficult to localize exactly their polar ends. Naturally 
the exactness of the observations also depends on the sensitivity of the 
polarizing microscope. During the measurements it was assumed that 
the ends of the chromosomal fibres were localized at the polar ends of the 
visibly birefringent material. 

As the exact limit of the birefringence is difficult to determine, the 
measurements may involve a considerable error, the significance of 
which is difficult to estimate. It should be noted that in all cases the 
distances from an arbitrarily chosen equatorial plane were measured, 
and the measurements were made perpendicular to this plane. Some of 
the movements (and spindle fibres) were not strictly parallel to the spindle 
axis. In such cases, not the actual distances, but their projections on the 
spindle axis, were measured. The results of these measurements are 
given in Figs. 2—3. It is evident that (Fig. 2) the distance between 
the spindle pole and the arbitrarily chosen equatorial position increases, 
i.e. the whole spindle increases in length during anaphase. This effect 
is usually described as the pushing body action (Stemmkérperwirkung 
of BELAR 1929). It appears, however, that there is no “pushing” action 
during anaphase in the usual sense of this expression (cf. OSTERGREN 
et al. 1960). Disregarding the mechanism of the pushing body action, 
the only important point in the present connection is the fact that the 
spindle stretching contributes to the separation of the daughter chromo- 
somes. 

It is of special interest to know whether during the anaphase movement 
the polar ends of the chromosomal spindle fibres behave stationary relative 
to the pole, or whether they change their position within the half-spindle. It 
has been found that the distance between the polar ends of the chromo- 
somal fibres (curve F, Fig. 2) and the spindle poles (curve P, Fig. 2) 
decreases, i.e. the spindle fibres change their position within the half 
spindles. Originally the chromosomal fibres do not end at the spindle 
poles but at a considerable distance from the poles. During the ana- 
phase movement, however, the polar ends of these fibres gradually 
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Fig. la—d. Haemanthus katharinae. Micrographs taken with Dr. INoU®r’s polarizing micro- 
scope. a Start of anaphase, b middle anaphase, c early telophase and d cell plate formation 
by the phragmoplast. Bleck and white compensation. Magnification appro 
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approach the poles, i.e. the spindle fibres do not only grow shorter but 
they also move as whole units within the half-spindles towards the poles. 
Without going deeper into the subject, it seems obvious that the 
distance between the chromosome groups in anaphase increases be- 
cause: (1) The chromosomes approach the poles and (2) the spindle poles 
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Fig. 2. The distance from an arbitrarily chosen equatorial plane of: the kinetochores of the 

chromosomes (CH), the polar ends of the chromosomal spindle fibres (F') and the spindle 

poles (P) plotted against time. The distance (d) in units approx. corresponding to microns; 

the time (¢) approx. in minutes. The graphs represent measurements made from mitosis in 

the endosperm of Haemanthus katharinae recorded by means of time lapse ciné-micrography 
using polarized light 


move away from each other. That part of the chromosome movement 
which is due merely to their approach to the poles can be obtained if the 
movement due to the separation of the spindle poles (curve P, Fig. 2) 
is subtracted from the curve illustrating the total migration of the chromo- 
somes from the plate (curve CH, Fig. 2). This is done in Fig. 3 curve CH’, 
showing that part of the chromosome migration which takes place only 


within the half-spindles. 
5* 
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On the same graph the change of length of the spindle fibres is 
plotted (in the opposite direction — curve FL, Fig. 3). It is evident that 
the two curves are not parallel, i.e. the chromosomes move faster than the 
spindle fibres decrease in length; and, consequently the spindle fibres must 
be shifted within the half spindles as whole units. 

Now the problem arises whether the same takes place in animal 
material. Micrographs made with the use of the polarizing microscope 
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Fig. 3. The distance (d left side of the graph) from an arbitrarily chosen equatorial plane 
of the polar ends of the chromosomal spindle fibres (F”) and the kinetochores of the chromo- 
somes (CH’), after subtraction of the component due to spindle elongation (cf. text). FL 
length of the chromosomal spindle fibres; this last value (d’ right side of the graph) being 
plotted in a direction opposite to that of the curves F’ and CH’. More exactly, however, the - 
lengths’ of the spindle fibres are not the actual lengths but their projections on the spindle axis 


(Scumipt 1939 Hucues and Swann 1948, Swann 1951a, b and Inout 
1952) seem to indicate that the spindle poles in animal material are 
located in the middle of asters. The whole region between the meta- 
phase plate and the middle of the center is birefringent, and it is likely 
that the asters contribute to the birefringence of the half-spindle. 
Therefore it is not possible to find out where the polar ends of the chromo- 
somal spindle fibres are located. The fibres may end at the poles or 
somewhere between the pole and equator. Consequently it is possible 
to measure only the movements of the chromosomes and the spindle 
poles. Such measurements can easily be done in polarized light, or with 
even greater precision in the phase contrast microscope. The principles 
of the movements as they appear from these studies are presented in the 
graph Fig. 4. These results are derived from measurements on time lapse 
films produced with phase contrast (BAJER unpubl.) from the following 
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materials: mice fibroblasts in tissue culture (heart), newt cells in tissue 
culture (lung, T'riturus cristatus), and grasshopper spermatocytes 
(unknown species). The results are easy to predict. The curve showing 
the change in length of the half-spindles, is parallel to the curve of the 
chromosome movement (curves CH' and HS — Fig. 4), after the movement 
of the spindle pole has been subtracted i.e. chromosomes approach the pole 
with the same speed as the spindle fibres contract. The change in length 
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Fig. 4. Graphs of the principles of movement found in animal mitosis (based on measure- 
ments on mitosis in mice fibroblasts, newt cells from the lung, and grasshopper spermato- 
eytes, phase contrast, BAJER unpubl.). — The distance (d arbitrary units) from the arbi- 
trarily chosen equatorial plane of the spindle poles (P) and the chromosomes (CH) plotted 
against time (¢ arbitrary units). CH’ the chromosome movement after subtraction of the 
spindle elongation component (cf. text). HS contraction of the half spindle plotted in a 
direction opposite to that of the curves P, CH and CH’ (value d’ right side of the graph) 


of the half-spindle may, or may not, correspond to the change in length 
of the chromosomal fibres. 

It may be stated in conclusion that a difference in behaviour of 
spindle fibres and half-spindles may exist between plant and animal 
mitosis. However, it’ is not possible on the basis of the present studies 
to state whether a real difference exists, i.e. whether spindle fibres in 
animal mitosis end or are ‘‘anchored”’ at the spindle poles, while in 
plants they are not. It is also possible that the same situation is found 
in animals as in plants and the difference described may be due to the 
fact that the birefringence of the chromosomal fibres in the region of 
the spindle pole is too weak in plants to be seen in the polarizing micro- 
scopes. The difference described is entirely due to the fact that it is 
not possible to define where the chromosomal spindle fibres end and 
the aster starts in animal cells. It is assumed therefore that the fibres 
in these cases extend to the pole. The author however, is inclined to 
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believe that the graphs represent a real difference . However, only further 
studies on the properties of the polar regions of the spindle in plant and 
animal mitosis can show whether this supposition is right or wrong. 


Summary 

Measurements done on mitosis in plant endosperm with the use 
of Dr. Inovf’s polarizing microscope indicate that the whole chromo- 
somal spindle fibre is shifted during anaphase, i.e. the distance between 
the spindle pole and the polar end of the spindle fibre decreases during 
anaphase. Consequently in endosperm mitosis the chromosomes move 
faster to the poles than the chromosomal spindle fibres decrease in 
length. As the chromosomal spindle fibres in animal materials presumably 
' extend to the spindle poles already from the beginning of anaphase, the 
chromosomes will here approach the poles with the same speed, as the 
spindle fibres contract. ; 
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During a study on the influence of methanol on the course of mitosis 
in living endosperm cells of Haemanthus katharinae, an interesting 
abnormality was found in one preparation. In a few nuclei we were 
able to observe mitotic divisions with undivided chromosomes. Al- 
though we found these divisions in a preparation of methanol-treated 
endosperm, the circumstances do not suggest that the abnormality is a 
consequence of this treatment; but we are inclined to consider the effect 
a spontaneous abnormality having no connection with the specific 
treatment applied. 

The aberrant mitoses studied by us are not unique in so far as there 
have already been described a few other observations by various authors 
(cited by OsTERGREN 1961) of mitotic divisions with undivided chromo- 
somes. These previous observations, however, were made on fixed and 
stained material. Our own case probably represents the first obser- 
vation of this kind made on living cells. In these previous studies, as 
well as in our own case, the expression “undivided chromosomes” 
means that the chromosomes enter mitosis each consisting of a single 
chromatid only. For this reason a separation of daughter chromosomes 
from one another does not occur in these aberrant divisions; and with 
the disappearance of this important feature of normal mitosis, the whole 
_ course of events is changed. It is not our intention in this connection 
to let the expression “ undivided”’ imply that each of these chromosomes 
would consist of a single elementary unit only. We suppose that the 
single chromatids in these chromosomes are organized in more or less 
the same way as chromatids in general, that is they should be composed 
of half-chromatids and probably also of lower sub-units. Concerning the 
fine structure of chromosomes in general, see Ris (1957, 1959). 


Our experimental material, the endosperm of Haemanthus katharinae, was 
mounted on a thin layer of glucose agar containing 15% by volume of methanol. 
The actual methanol concentration to which the cells were subjected must have 
been much lower, however. This is due partly to the fact that the solution is 
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diluted with the endosperm liquid that is added together with the cells and partly 
to an evaporation of methanol during the course of preparation. The actual con- 
centration is roughly estimated to have been about 3—5% by volume. The details 
of the glucose agar method to study endosperm cells are described by BagER (1955) 
and Baser and Moté-BaJer (1954), and the results of our study on the effects of 
methanol on mitosis are described by OSTERGREN and BasER (1960) and OstER- 
GREN (in preparation). 

The endosperm preparations were studied by means of phase contrast micro- 
scopy. A 90x objective and a 5x eyepiece of VEB Carl Zeiss, Jena, were used. 
A few photographs of the interesting cells were made on 35 mm film during the 
study. The endosperm of Haemanthus is an excellent material for phase contrast 
studies of living cells (see, e.g. BAJER and MoLt-BaJser 1956; BaseR 1957, 1958 a, 
1958 b), and there were no difficulties in observing the details of the dividing nuclei. 

The endosperm preparation used in the present study was made in the morning 
(10:15 a.m.), and the photographs of Figs. la and 2b were both made at 4.25 p.m. 
The photos of Figs. 1b and 2a were made at 7.30 and 8.00 p.m. respectively. 


The abnormal divisions with which we are concerned in the present 
paper were found to take place in 4 nuclei in a syncytium in which the 
remaining nuclei (about ten) showed a comparatively normal chromo- 
some behaviour. The disturbances found in these relatively normal 
mitoses were of a kind often found in methanol-treated material, i.e. 
a few of the cells divided with multipolar spindles and the chromosomes 
may have been slightly more contracted than normally. 

It should be mentioned in this connection that the syncytium with 
which we are concerned in the present study was a small one which had 
probably been formed from a larger one already inside the ovule. There 
is also a possibility that it might have been decreased in size by fragmen- 
tation when the preparation was made. (During the development of the 
endosperm inside the ovule a large syncytium is formed at first. It later 
breaks up into smaller ones and finally into single naked cells. These 
cells divide vigorously and finally fuse in a later stage of endosperm 
development. The stage when small syncytias and young single cells are 
found is the most suitable one for endosperm studies.) 

Divisions in the syncytium studied were simultaneous or nearly so. 
The four aberrant nuclei may, however, have been slightly delayed 
compared with the others. All the aberrant mitoses had the same general 
appearance and their chromosomes behaved in the same way. The 
aberrant nuclei were very different from the relatively normal ones. 
There were no nuclei which behaved in a way intermediate between 
these two types. Thus, we have here the situation that there were two 
sharply different types of mitosis taking place simultaneously (or nearly 
so) in different nuclei lying in the same mass of cytoplasm (Fig. 2b). 

The aberrant nuclei had very long and thin chromosomes, and no 
division of these chromosomes into chromatids was noticeable. When 
these mitoses first attracted special attention they were in a stage similar 
to prometaphase. As the start of the prometaphase was not observed, 
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it is impossible to say wheter the “prometaphase” stage was of longer 
duration than a normal prometaphase. In any case, there were distinct 
difficulties for these dividing nuclei to establish clear metaphase plates. 
A good plate was formed only in one of the divisions and even in this 
case some of the chromosomes remained outside the plate in the half- 
spindles. It was obvious, however, that there was a distinct tendency 
for the undivided chromosomes in these four nuclei to become arranged 
in an equatorial metaphase plate, even though many of them did not 
succeed in doing so, but remained outside the equator in the half-spindles. 
This metaphase-like stage can be seen in Fig. la. The general character 
of the chromosome distribution in these mitoses, a wide distribution 
over the spindle combined with a distinct equatorial tendency, has a 
certain similarity to the arrangement often found in the case of univalent 
chromosomes at the first meiotic division. 

Because of this similarity in arrangement of the undivided chromo- 
somes to meiotic univalents it would have been of interest to know 
whether these undivided chromosomes failed to stabilize as rapidly in 
definite positions as ordinary mitotic chromosomes do when they form 
the metaphase plate. We may suspect that the undivided chromosomes 
would move back and forth in the longitudinal direction of the spindle 
much more extensively during prometaphase and even during meta- 
phase, than normal chromosomes do. As the importance of this question 
was realized too late, studies were not done which could answer this 
question. 

A kind of anaphase (Fig. 1 b) followed this metaphase-like stage in the 
aberrant nuclei. When the relatively normal nuclei of the syncytium 
had performed their anaphase movements and were approaching telo- 
phase, the chromosomes of the aberrant nuclei were shifted as whole 
bodies (without division) towards the two opposite spindle poles. Some 
chromosomes moved towards one pole, some towards the other pole, 
and other chromosomes remained in various more or less intermediate 
positions. It could be seen from the shape of the moving chromosomes 
that the movements towards the poles were due to active centromere 
movements. 

Concerning these anaphase movements in the mitoses with undivided 
chromosomes we should note their incomplete character. Although many 
chromosomes moved in the poleward directions and reached polar posi- 
tions rather similar to those of normal anaphase, there were also many 
other chromosomes that were unable to do so; and these remained 
lagging in intermediate positions throughout anaphase. They formed 
telophase nuclei that were lagging in the phragmoplasts, where these 
nuclei were deformed by the forces that usually are found to act on 
bodies in the phragmoplast (BaseR 1958c, OsTERGREN et al. 1960). 
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Fig. la and b. Haemanthus katharinae. Endosperm syncytium showing two nuclei passing 

through mitosis with undivided chromosomes. a A metaphase-like stage. b Anaphase. 

(Telophase in the same two nuclei is shown in Fig. 2a.) Phase contrast photomicrographs 
from living material. The divisions of the scale correspond to 10 z 
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Bodies included in the phragmoplast are either transported in the two 
opposite poleward directions or, if they are unable to move, they are 
strongly stretched in these two directions and may be torn apart (MoLE- 
BaseER and OsTERGREN, in preparation). This effect, which was found 
to work also in the cells of the present study, is quite different in its 
character from the normal anaphase movement that is due to centromere 
action (for further discussion, see OSTERGREN 1961). 

In two of the four nuclei that passed through mitosis with undivided 
chromosomes it was possible to count the chromosomes, and the mitoses 
were found to contain the triploid number of units (3n = 27) even during 
anaphase, as expected in the absence of a separation of daughter units | 
from one another. In normal endosperm mitosis we naturally find the 
triploid number of units at metaphase and the hexaploid one at anaphase. 
During the whole course of mitosis in the aberrant cells their chromo- 
somes had an appearance in agreement with the interpretation that each 
of them had an organization more or less corresponding to an anaphase 
chromosome of normal mitosis or (which may be the same thing) a 
single chromatid of a normal metaphase chromosome. At metaphase 
they were less contracted than normal chromatids of this stage; but as 
mitosis was continued, their contraction increased and they looked more 
like the chromatids of normal mitosis. 

It is unfortunate that the preparation in which these aberrant cells 
were found was one in which the cells were subjected to treatment with 
methanol. As the methanol treatment in itself is able to provoke 
disturbances in the normal arrangement of the chromosomes in the 
metaphase plate as well as in the regularity of their anaphase movement, 
it is impossible to know with any certainty to what extent the irregulari- 
ties found in the chromosome arrangements and movements may be 
due to the undivided state of the chromosomes and to what extent they 
may be due to the methanol treatment. 

In any case, the distinct movement regularities of these undivided 
chromosomes, in first forming a kind of metaphase plate and then 
moving towards the poles in a kind of anaphase, do not in any way lose 
their significance because they were observed in methanol-treated cells. 
It is of considerable theoretical importance to note that undivided 
chromosomes are able to stabilize in a metaphase plate (even though 
it may be irregular) and that they are able after that to perform anaphase 
movements without a separation of daughter units. Some similar cases 
reported in other papers are cited in the theoretical part (OSTERGREN 
1961) of the present study. 

It would be interesting to know why four nuclei passed through 
mitoses with undivided chromosomes in a syncytium where the other 
divisions were normal in this respect. It is impossible to form any 





Fig. 2a and b. Haemanthus katharinae. Two pictures from the same syncytium as in Fig. 1. 

a Telophase in the two mitoses depicted in Fig. 1. b Another region of the syncytium 

showing a mitosis with normal divided metaphase chromosomes. In the upper left corner 

part of a mitosis with undivided chromosomes is scen. Phase contrast photomicrographs 
from living material. The divisions of the scale correspond to 10 u 
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definite opinion on this question but it might be worth while briefly to 
mention the following considerations. 

During the early stages of endosperm formation in Haemanthus and 
many other plants all the nuclei of the endosperm lie in the same cyto- 
plasm. In the earliest stages the divisions take place synchronously but 
somewhat later it is possible to find many different mitotic stages in the 
same endosperm syncytium. During this later period the mitotic stages 
usually move as waves across the syncytium. Consequently neighbouring 
nuclei are usually in the same or closely adjacent mitotic stages. A 
possible explanation of our case is the supposition that the effect ori- 
ginated from a translocation within the embryo-sac of a few early 
resting-stage nuclei (postmitotic nuclei with undivided chromosomes) 
into a region where the cytoplasm and the nuclei were just about to 
enter mitosis. Under the influence of the physiology in this premitotic 
region the postmitotic nuclei may have been forced to enter mitosis 
precociously. This nuclear translocation might be the result of a cyto- 
plasmic current within a large syncytium that was later broken up to 
liberate the small syncytium that we studied, or more probably our 
syncytium was derived from a fusion of two separate small syncytia 
that were in different stages of the nuclear cycle. 

An influence of one cell on the development of another in a different 
stage is often clearly seen in the endosperm. Thus, it: was found (MoLt- 
BaJER, unpublished) that when two cells in different stages fuse, the 
processes in the less advanced cell are speeded up considerably, be- 
ginning with the area adjacent to the fusion. In extreme cases chromo- 
somes in different stages may be found in different areas of the same 
cell (early anaphase and late telophase). 

Naturally, other explanations are also conceivable, such as, for in- 
stance, the occurrence of a mutation whose expression was delayed for 
two nuclear generations (as four adjacent nuclei showed the same effect). 
The previous mitoses in these nuclei cannot have shown the same kind 
of abnormality. If they had, then the nuclei studied by us would have 
shown abnormal chromosome numbers and micronuclei around them. 

It does not appear likely that the treatment with methanol has any- 
thing to do with the origin of this aberrant type of mitosis. In many 
other preparations treated with methanol no similar effects were seen. 
It would also be difficult to understand why only four nuclei in a 
syncytium also containing many others would be influenced by a treat- 
ment of that kind; so if the methanol is concerned with the effect at all 
it cannot be the sole factor. Another factor accounting for the difference 
between the nuclei would, at least, also be required. Furthermore, as 
the time of development of endosperm cells of Haemanthus from very 
early prophase up to metaphase amounts to at least 8—10 hours it 
would appear that the influence that caused the nuclei with undivided 
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chromosomes to enter into mitosis should have occurred within the ovule. 
Only six hours and ten minutes elapsed from the moment when the 
preparation was made until metaphase was observed. 

The implications of the present observations and some similar results 
from other materials with respect to the mechanisms of mitosis are 
considered in a separate paper (OSTERGREN 1961). 


Summary 

During observations of mitosis in living material of the endosperm 
of Haemanthus katharinae a syncytium was found in which four of the 
nuclei passed through mitosis with undivided chromosomes (each con- 
sisting of a single chromatid) while the other nuclei (about ten) of the 
syncytium divided with chromosomes of the normal type. The undivided 
chromosomes showed a strong tendency to form metaphase plates but 
many of them remained scattered over the spindles. A kind of anaphase 
followed during which the chromosomes without division moved in the 
two opposite polar directions. The anaphase was incomplete with many 
chromosomes lagging between the polar groups. 
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MITOSIS WITH UNDIVIDED CHROMOSOMES * 
II. SOME THEORETICAL ASPECTS OF THE PROBLEM 
By 
G. OsTERGREN 
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Introduction 

The observations in living endosperm material of Haemanthus 
katharinae by OSTERGREN and BaJER (1961) of mitosis with undivided 
chromosomes gave rise to some considerations about the implications of 
the observed phenomena with respect to the theoretical interpretation 
of the mitotic mechanisms. It is the purpose of the present paper to 
discuss this aspect. 

Mitotic divisions with undivided chromosomes, each consisting of a 
single chromatid, were earlier reported by BEADLE (1931, 1933), GEITLER 
(1943) and JoHnsson (1944). The same mechanical situation has been 
observed in numerous studies on meiosis, in which the behaviour of 
single chromatids during the second meiotic division was observed. 
These instances concern daughter chromosomes from univalents which 
had divided during the first division. There are, however, known a few 
cases in which also the paired c!.romosomes passed through a precocious 
separation of their chromatids at the end of the first meiotic division 
(JoHNSSON 1944; Lamm 1944; CLayBEeRG 1959). In these cases the 
daughter chromosomes of the paired chromosomes also appeared as 
single chromatids during the second division. 

Although ordinary univalents of the first meiotic division are com- 
posed of two chromatids, they still show a considerable resemblance in 
their behaviour on the spindle to daughter univalents of the second 
division and other undivided chromosomes. For this reason a brief 
reference to the behaviour of ordinary univalents will be made, and to 
the difference in behaviour between paired and unpaired chromosomes, 
that is, to the problems of the meiotic co-orientation. 

There is also known another type of aberrant mitosis that shows a 
certain superficial resemblance to these cases, in so far as we are con- 
cerned here, too, with a distribution to the two opposite spindle poles of 
chromosomes without a disjunction of their daughter units from one 
another. I am thinking of an abnormal kind of mitosis induced in newt 
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cells by means of partial-cell irradiation (BLoom eft al. 1955; Broom 
1959; ZIRKLE 1959). In this case, however, the abnormality is connected 
with a profound disorganization of the spindle and with its redevelop- 
ment afterwards. In this respect the newt aberration is very different 
from the effects discussed in the present paper. In the mitoses discussed 
here the spindles have an essentially normal development, and the 
mechanism of these effects must be different from that of the newt 
abnormality. For this reason the newt abnormality will not be discussed 
here. 
Different types of anaphase-like movements 

As the anaphase movement of the undivided chromosomes observed 
in various of these cases is of considerable theoretical interest, it is 
appropriate here briefly to review the different mechanisms that are 
known to produce poleward movements of bodies during mitosis in such 
plant cells as were used in these studies. 

An increase in length of the spindle is in many organisms an im- 
portant factor in contributing to the separation of daughter chromosomes 
from one another (Ris 1949). This factor does not bring the chromosomes 
closer to the poles. A more or less pronounced approach of the chromo- 
somes to the poles is, however, the conspicuous and interesting effect 
with which we are concerned in the anaphase stages of mitoses with 
undivided chromosomes. For this reason we are here more interested in 
two other movement mechanisms that are able to produce a movement 
of bodies in the two opposite poleward directions. 

Although these two types of movement behaviour are sharply dif- 
ferent in certain respects, they also show some mutual similarities, and 
in their basic mechanism they may be closely related (OSTERGREN, MoLk- 
BasER and BaJER 1960). One of these movement types is represented by 
centromeres and also by neo-centric chromosome regions. In this type 
the mobile regions are furnished with chromosomal spindle fibres and 
these regions are subjected to strong pulling forces acting on them in the 
direction of their movement. (The strength of the pulling mechanism 
often is not very obvious when the bodies are free to move, but it is well 
expressed in the deformation of the chromosomes when the movements 
are prevented by counterforces, as for instance in dicentric bridges.) 
It is rather obvious that the pulling force acting on the mobile regions 
in these cases works through the chromosomal spindle fibres, which 
means that these spindle fibres act as traction fibres on these bodies or 
chromosome regions. 

Besides the movements caused by this traction fibre mechanism 
there exists another type of movement behaviour in the spindle which is 
also expressed by the movement of various bodies in the two opposite 
poleward directions. This type of movements is found in the case of 
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acentric chromosome fragments, nucleolar pieces and small granules of 
unknown and probably variable constitution (BAJER and MoL&-BaJErR 
1956; Baser 1958; OsteRGREN, Moti-Baser and Baser 1960; Moxb- 
BasEeR and OsTERGREN, in preparation). In this type of movement it 
appears that the mechanism is an unspecific one that is working on all 
sorts of bodies in the spindle irrespective of their special nature. In this 
case the bodies move without having traction fibres, and in their shape 
and behaviour they give no evidence of being subjected to a force of 
pulling character. The mechanism causing these movements gives rise to 
forces that are much weaker than those produced by the traction fibre 
mechanism (OsTERGREN et al. 1960, p. 392). 

Movements of this kind are very well to be seen in the ciné-film 
studies of BasEeR (1958) on f-irradiated endosperm cells. The poleward 
movements of acentric bodies are here especially striking during pro- 
metaphase and in the phragmoplast. The same kind of movements occur, 
however, also in the half-spindles of metaphase and even anaphase 
(Moik-BaseR and OsTeRGREN, in preparation). There is less to be seen 
of this effect in these stages, because the motile activity has already 
removed most of the free acentric bodies from the half spindles. Although 
this mechanism works in the half-spindles of anaphase it has disappeared 
from the interzonal spindle region of this stage. With the appearance of 
the phragmoplast at a slightly later stage this movement effect appears 
again, however. 

These movements of acentric bodies were interpreted by OSTERGREN 
et al. (1960) as being caused by a pumping activity of the spindle sub- 
stance acting on the included bodies. This mechanism would produce a 
sliding or shifting force between the spindle substance and the bodies, 
similar to the force working between the cortical gel and the liquid 
endoplasm in the case of cytoplasmic currents (Kamtya 1959). In this 
connection reference may be made to the frequently seen drop-like shape 
of persisting nucleoli in prometaphase and the similar shape of telophase 
nuclei derived from chromosomes lagging in the phragmoplast. This 
shape suggests that a sliding force is working laterally on the surface 
of the included bodies striving to move them in the poleward directions 
(Moté-Baser and OsTERGREN, in preparation). Concerning the probable 
interrelations between this pumping activity and the traction fibre 
mechanism working on the centromeres, see the paper by OSTERGREN ef al. 
(1960). 

This pumping activity which acts on included bodies of all kinds was 
present also in the mitoses with undivided chromosomes studied by 
OsTERGREN and Baszr (1961). The pumping action working on the 
chromosome arms in the normal mitosis of Fig. 2b (/.c.) causes these arms 
to be oriented towards the spindle poles. In the mitoses with undivided 
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chromosomes the chromosome arms were not so well straightened in the 
polar directions, an effect that might be due to an instability in the 
centromeric positions in these mitoses. If the centromeres, here, pen- 
dulated to and fro in the longitudinal direction of the spindle this should 
be expressed by irregular bends in these thin flexible arms. At telophase 
in the aberrant mitoses the pumping activity was found to work strongly 
on micronuclei from lagging chromosomes lying in the phragmoplasts 
(l.c. Fig. 2a). 

Thus, there exists in these aberrant mitoses as in other cell divisions 
an unspecific mechanism acting at telophase and striving to move 
various sorts of lagging bodies in the two opposite poleward directions. 
It is of special interest, however, to note that the anaphase movements of 
the undivided chromosomes in the cells studied by OsTERGREN and 
BaJER (1961) were not due to this more unspecific mechanism, but that 
they were due to active centromere movements, as can be concluded 
from the shape of the moving anaphase chromosomes. 


Nuclear division with undivided chromosomes 

Before discussing the mechanical aspects of the movements of undi- 
vided chromosomes in more detail, it might be appropriate briefly to 
review the previous literature on mitoses of this kind. Mitotic divisions 
with undivided chromosomes have been reported in young microspores 
of aberrant individuals of three different plant species, namely Zea mays 
(BEADLE 1931, 1933), Paris quadrifolia (GEITLER 1943) and Alopecurus 
myosuroides (JOHNSSON 1944). In Zea the abnormality (called ‘“‘poly- 
mitosis”) consisted of a whole series of mitotic divisions taking place 
rapidly one after another without chromosome division. In Paris and in 
Alopecurus no repetition of the aberrant division was observed; but 
because of its similarity to the maize case, JoHNsSON still called this 
abnormality “‘polymitosis’”. In Zea and Alopecurus the abnormality was 
caused by homozygosity for a recessive gene, in Paris the cause was 
unknown. These cases, as well as our own from the endosperm of 
Haemanthus (OSTERGREN and BaJER 1961), are in accordance with the 
concept that mitosis is composed of many different part-processes that 
are more or less independent of one another. A reproduction of the 
chromosomes is not necessary for a cell to enter into a kind of mitosis. 
Many mitotic processes such as chromosome contraction, nuclear mem- 
brane dissolving and spindle formation can take place also in the absence 
of chromosome reproduction. 

Besides the four cases of mitosis with undivided chromosomes men- 
tioned above there are also known numerous other cases in which the 
behaviour of separate single chromatids has been studied during nuclear 
division, namely from observations on meiosis. In many materials it is 
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found that univalent chromosomes can divide during first anaphase to 
give rise to daughter univalents which later participate in the second 
meiotic division as single chromatids. In a few other cases a complete 
separation of the chromatids from one another was found to occur also 
in previously paired chromosomes at a late stage of the first meiotic 
division or during interkinesis (a phenomenon sometimes called “‘preco- 
cious centromere division’”’, although we are scarcely concerned here 
with an actual division of a previously undivided centromere, but only 
with a precocious separation of its daughter halves). This was found in 
aberrant material of Alopecurus myosuroides (JOHNSSON 1944) and 
Lycopersicon esculentum (two different types; Lamm 1944; CLAYBERG | 
1959). In these three cases the effect appeared to be due to homo- 
zygosity for recessive genes. The result of this behaviour was the pres- 
ence of the chromosomes as single chromatids in the second meiotic 
divisions. 

Since the mechanical situation of these single chromatids at the 
second meiotic division is the same as that found in mitosis with un- 
divided chromosomes, these different cases should be discussed together. 

Daughter univalents that participate in the second meiotic division 
as single chromatids are commonly found in various hybrids, haploids, 
polyploids and asynaptic individuals of higher plants. Their behaviour 
during the second division shows a strong similarity to the behaviour of 
ordinary univalent chromosomes during the first meiotic division (DaR- 
LINGTON 1937, pp. 410—416). A great deal of variation is found in the 
details of this behaviour when different organisms and aberrant types 
are compared. A similar variation is also found when we compare 
various instances of mitosis with undivided chromosomes. 

There are three common features in the mitotic behaviour of these 
single chromatids: (1) They have difficulties in forming a metaphase 
plate. (2) During anaphase there is no separation of daughter units 
(misdivision of the centromere, however, sometimes occurs in daughter 
univalents). (3) The anaphase movement is usually incomplete and 
irregular with many lagging chromosomes. 

The metaphase arrangement varies from cases with no (or practically 
no) plate formation (chromosomes widely scattered over the spindle, 
often from pole to pole) to cases with a comparatively regular formation 
of metaphase piates. 

Examples of widely scattered chromosomes at metaphase are given 
by daughter univalents in asynaptic Oenothera (CATOCHESIDE 1939), single 
chromatids due to precocious centromere separation in Alopecurus (JOHNS- 
son 1944), and polymitosis in maize (BEADLE 1931, 1933). However, 
in this latter case the chromosomes may also sometimes be grouped in 
an equatorial plate. The other extreme, a comparatively regular for- 
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mation of metaphase plates, is found in the microspore mitosis with 
undivided chromosomes both in Paris (GEITLER 1943) and in Alopecurus 
(the “polymitosis’ of JoHnsson 1944) and also in the second meiotic 
division of Lycopersicon after a precocious chromatid separation during 
the end of the first division (Lamm 1944; CLayBERG 1959). Even in 
these cases, however, the metaphase plate is often disturbed by some 
chromosomes remaining outside the equator, an effect which GEITLER 
in Paris attributed to lack of space (‘““Raumbehinderung” l.c. p. 521). 
In my opinion, this irregularity is, however, rather a consequence of the 
single-chromatid constitution of these chromosomes. Our own mitoses 
with undivided chromosomes in the Haemanthus endosperm are inter- 
mediate between these two extreme types, 7.e. there is a distinct equa- 
torial tendency in the metaphase arrangement but at the same time a 
considerable scattering of the chromosomes. 

From JoHnsson’s descriptions of his case with the precocious centro- 
mere separation it cannot be clearly seen whether the undivided chromo- 
somes changed their position by making a kind of anaphase movement. 
In all the other cases cited above, with one exception, there appears, 
however, to have occurred a kind of anaphase in which some or all of 
the undivided chromosomes were distributed at random to the two 
opposite spindle poles, a movement that usually was combined with a 
more or less pronounced lagging of chromosomes between the polar 
groups. The exception to this behaviour is GEITLER’s case from Paris 
in which there was no anaphase movement but merely a passage of the 
chromosomes directly from metaphase into telophase without a change 
of their position. 

Unfortunately it is not generally understood that an anaphase-like 
approach of the chromosomes to the poles may be due to two different 
mechanisms, and the authors who have studied these cases have not 
taken much interest in the details of the movements. Consequently it is 
usually impossible to know to what extent the anaphase movements in 
question may be due to active centromere movements and to what 
extent they may be due merely to an unspecific pumping in the poleward 
directions in the phragmoplast at the beginning of telophase. In the 
case of the daughter univalents of Oenothera, however, CATCHESIDE 
(1939) states that the centromeres are leadix.* their anaphase movements, 
and this appears to be the case also in BEADLE’s polymitotic maize. 


The behaviour of the chromosomes during the first meiotic division 

The behaviour of single chromatids on the spindle during nuclear 
division shows a strong resemblance to the behaviour of ordinary uni- 
valents during the first meiotic division. The main difference consists in 
the fact that ordinary univalents in many organisms are able to divide 








86 G. OsTERGREN: 


with a separation of their chromatids towards opposite spindle poles 
during anaphase, while single chromatids are unable to do so. 

This similarity in behaviour between single chromatids and meiotic 
univalents must be appropriately considered when we strive at a deeper 
understanding of these effects. ‘But the behaviour of univalents is only 
one aspect of the behaviour potentialities of the chromosomes of the 
first meiotic division. When chromosomes of the same kind as is found 
in univalents are paired with one another they show a different type of 
behaviour, just as chromatids do when they are associated in twos to 
form ordinary mitotic metaphase chromosomes. These different patterns 
of behaviour are not independent of one another and a thorough under- 
standing of any one of them requires that appropriate consideration is 
paid also to the others of these different types. For this reason it will be 
necessary to consider here also the difference in behaviour between 
meiotic univalents on one side and ordinary mitotic chromosomes on the 
other, as well as the difference between paired and unpaired meiotic 
chromosomes. 

Although univalent chromosomes, just like ordinary mitotic chromo- 
somes, consist of two chromatids they still differ considerably from the 
mitotic chromosomes in their behaviour. 

This difference in the behaviour between meiotic univalents and 
ordinary mitotic chromosomes was explained in the interpretation of 
OsTERGREN (1951) as being due to structural differences between these 
chromosome types with respect to the arrangement of the kinetic com- 
ponents in their centromeres. In ordinary mitotic chromosomes the 
kinetic elements of the two chromatids are sufficiently free and inde- 
pendent from one another for orientation in the two opposite poleward 
directions. Each chromatid forms its own traction fibre mechanism. 
In the chromosomes of the first meiotic division, on the other hand, 
the kinetic components of the two chromatids are closely associated with 
one another and are both oriented in the same direction relative to the 
akinetic material of the centromere and the neighbouring regions of the 
chromosome body (OsTERGREN 1951, Figs. 6—12, p. 94). As a conse- 
quence of this, the two chromatid centromeres of a meiotic chromosome 
will largely (although not completely) act as a single functional unit. It is 
easy for this functional unit to become oriented as a whole towards a 
single pole of the spindle, and it is (compared to an ordinary mitotic 
chromosome) relatively difficult for it to orient simultaneously towards 
the two opposite poles. 

Although a meiotic univalent of this kind is capable of orienting 
simultaneously towards both poles and to form traction fibres in both 
. poleward directions, this arrangement is relatively unstable and the 

univalent easily changes its orientation in the direction towards the one 
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or the other of the poles. These changes in orientation are combined with 
reconstructions of the traction fibres and changes in the positions of the 
univalents (OsTERGREN, l.c. Fig. 131, and pp. 113—116). The bipolar 
orientation is connected with movements towards the equator and the 
unipolar orientations with such in the poleward directions. Orientations 
intermediate between the completely bipolar and unipolar ones may lead 
to the development of traction fibres of different size in the two poleward 
directions and to movements towards various positions intermediate 
between the equator and a spindle pole. 

This instability in the orientation of the univalents should cause them 
to move irregularly to and fro on the spindle in the two opposite poleward 
directions (OSTERGREN 1951). Such movements were indicated in the 
studies by BiLaR (1929) on univalent X-chromosomes in grasshopper 
spermatocytes and they were confirmed and studied in more detail in 
the spermatocytes of Tipulids by Dietz (1956). 

In the beginning of the first meiotic division the paired chromosomes 
appear to be oriented at random relative to one another and to move in 
an irregular way similar to that of the univalents (OsTERGREN 1951). 
As a consequence of the irregular movements of the paired chromosomes . 
their centromeres should sooner or later happen to move in such a way 
that an elastic pull is produced between the partner centromeres acting 
through the chromosome arms and chiasmata that connect them. This 
elastic pull between the centromeres combined with an asymmetrical 
localization of the kinetic elements relative to the chromosome body in 
the meiotic chromosomes causes the partner centromeres to turn towards 
opposite poles, that is, the co-oriented arrangement of the paired chromo- 
somes is produced (OsTERGREN 1951). After that the mutual pull 
between the partner centromeres naturally stabilizes the chromosomes 
of a bivalent to remain in the co-oriented arrangement. 

Seen in this connection, the orientation instability of the univalents 
and their pendulations to and fro in the two opposite poleward direc- 
tions appear to be by-products of the mechanism that has as its functional 
purpose the establishment of co-orientation of the paired chromosomes. 

The ability of the centromere during the first meiotic division to 
alternate between different bipolar and unipolar orientations is probably 
connected with a structural duality or multiplicity. It is obvious that the 
centromere apparatus of the first-division chromosomes contains at 
least the kinetic elements of two chromatid centromeres (SCHRADER 
1936, 1939). The chromatids should contain half-chromatids, but the 
individual half-chromatid centromeres may be too closely associated to 
be separately discernible. Besides this multiplicity in structure due to 
the longitudinal subdivision of the chromosomes there is in various 
species some evidence for a composite structure of the centromere along 
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the longitudinal direction of the chromosome, the centromere region 
containing two (or three) chromomeres (OsTERGREN 1947; Lima-DE- 
Faria 1949, 1950, 1956; Ts10 and Levan 1950). Depending upon 
changes in the orientation of the centromeres during the first meiotic 
division, a variable number of these different elements are turned in 
opposite poleward directions; and the amount of traction fibre material 
developed in these two directions will vary. 


Mitotic behaviour of single chromatids 

The strong similarity in behaviour of daughter univalents and other 
single-chromatid chromosomes to ordinary univalents of the first 
division suggests that a structural similarity may exist with respect to 
the functional constitution of the centromere region in a single chromatid 
on one side and a meiotic univalent on the other side. This would mean 
(1) that the centromere region of the chromatid would have a kinetic 
region located unilaterally on one side of the narrow cylinder of the 
centromere constriction and (2) that this kinetic region is able to alternate 
between unipolar and bipolar orientations, a property that may imply 
that it has a composite structure. 

The first of these opinions is supported by the fact that the chromo- 
somal spindle fibres attach only to one side of each chromatid centro- 
mere during ordinary mitosis. As regards the second point, it should be 
mentioned that numerous authors have observed that the chromatids 
contain half-chromatids. Consequently, it appears very probable that 
each chromatid centromere actually would be composed of two half- 
chromatid centromeres. This constitution of the chromatid centromere 
gives it a resemblance to the centromere of a first-division meiotic 
chromosome, which is composed of two chromatid centromeres that are 
closely associated and parallely oriented. A multiplicity in structure of 
the chromatid centromere is also produced by the centromeric chromo- 
meres that are arranged one after another in the longitudinal direction 
of the chromosome. When such chromomeres are pulled towards 
opposite poles in a daughter univalent, a centromeric misdivision should 
be the result; and this phenomenon is often found in daughter univalents 
at second anaphase (e.g. SANCHEZ-MonGE and ‘MacKry 1948; SancHEz- 
MonceE 1950). 

Under these circumstances it would be quite possible for chromatid 
centromeres of mitotic chromosomes to orient themselves for the ana- 
phase separation by means of a process of co-orientation similar to that 
found in meiotic bivalents. It is quite possible that there may be many 
cases in which this is so. One may even raise the question whether there 
exists a process of auto-orientation that is different from the co-orien- 
tation. OsTERGREN’s theory of co-orientation (1951), formulated pri- 
marily for meiotic chromosomes, was applied in 1950 by MELANDER for 
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mitotic chromosomes in U. lophysema. The chromosomes of Ulophysema 
are rather special in their structure, but this does not mean that the 
co-orientation idea could not be applicable also to many cases where we 
have mitotic chromosomes of a more orthodox type. Considerations of 
this kind are useful in explaining the behaviour of the so-called centro- 
philic chromosomes observed by Bioom ef al. (1955) and ZrRKLE (1959) 
in the newt (OsTERGREN ef al. 1960, p. 401). 

One important question remains, namely how undivided chromo- 
somes first arrange themselves relatively well in the metaphase plate 
and after that perform a kind of anaphase movement. In my opinion 
it is impossible at present to give a very exhaustive and definite inter- 
pretation of this course of events. It is, however, possible to point to 
some other effects that appear to be related, and we may express the 
opinion that these different phenomena may be due to the operation of 
the same mechanism. ¢ 

An important effect that I am thinking of in this connection is found 
in the behaviour of the sex-chromosome trivalents and quadrivalents 
studied by Dietz (1958) in Ostracods. The trivalents are oriented with 
two of their centromeres towards one pole and one towards the other, 
and the quadrivalents show a 3:1 orientation. Consequently these 
configurations have an unequal number of traction fibre mechanisms 
pulling at them in the two opposite polar directions. From this, we 
should, of course, expect them to be displaced in the direction towards 
which the higher number of traction fibres is pulling, as was observed in 
trivalents of Anthoxanthum by OsTERGREN (1945). The multivalents in 
question were also found by DieTz to be strongly displaced in this way 
during prometaphase, but as the division was continued they were 
gradually approaching the equator and at full metaphase they were 
found in the equatorial plate together with the bivalents. 

This change in position of the multivalents was accompanied by 
changes in the intensity of the pulling forces acting on both these con- 
figurations and the bivalents. These forces that were judged from the 
degree of deformation they caused in the chromosomes were very strong 
in prometaphase (corresponding to the prometaphase stretch of HucHEs- 
SCHRADER 1943); but they grew gradually weaker towards metaphase 
and became very weak at full metaphase (in Dretz’s opinion the forces 
became zero at full metaphase, but I am not convinced of that). With 
the start of anaphase the pulling forces suddenly grew very strong again, 
and in anaphase the multivalents (whose chromosomes did not separate) 
were again displaced from the equator in the direction in which the 
majority of the centromeres:were pulling!. As mentioned by D1ETz, 

1 At a later stage these multivalents in the Ostracods were moved by another 


mechanism in which the centromere pull was not involved, but this change in 
behaviour does not interest us in the present connection. 
/ 
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observations on many other materials demonstrate that the forces 
change in the same way. They are strong in prometaphase, grow weaker 
towards full metaphase, and strongly increase again with the start of 
anaphase. 

Irrespective of the mechanical interpretations that we may suggest 
for the behaviour of the multivalents studied by Dietz, their behaviour 
is, in my opinion, very similar to the behaviour of undivided chromo- 
somes on the mitotic spindle. The irregular scattering of the undivided 
chromosomes over the spindles is supposed to be due to these chromo- 
somes often exposing unequal amounts of their kinetic apparatus 
in the two opposite polar directions, with the result that traction fibre - 
mechanisms of unequal size are developed towards the two poles. In 
this respect they would then be similar to multivalents, and any mecha- 
nism causing such multivalents to stabilize in the equator should in- 
fluence undivided chromosomes (having an orientation of the kind 
mentioned) to stabilize in a similar way. With the change of the me- 
chanical situation following the start of anaphase these chromosomes 
should perform anaphase movements (that often are incomplete) in the 
direction towards which the main part of their kinetic material is 
oriented. 

As the orientations of the kinetic apparatus of the undivided chromo- 
somes would vary from one to another, and also vary from one moment 
to another in the same chromosome, the influence of the mechanism 
causing the equatorial arrangement will also vary from one chromosome 
to another. When the centromere of such a chromosome is oriented 
entirely towards a single pole, or practically so, this mechanism may 
have but little influence in causing a movement towards the equator, 
for which reason some of the chromosomes will remain in the half- 
spindles and close to the poles. 

When, on the other hand, an undivided chromosome has formed 
traction fibres of the same or nearly the same magnitude towards both 
poles, then its equatorial arrangement will be very exact during meta- 
phase, and the anaphase mechanism will be unable to shift.it very far 
from the equator. In this way, the present interpretation is able to 
account both for the chromosomes that remain scattered during meta- 
phase and for those which lag during anaphase. 

When we compare different cases of mitosis with undivided chromo- 
somes we find a variation in the degree of scattering of the chromosomes 
over the spindles at metaphase. This variation may result from structural 
differences in the arrangement of the kinetic components within the 
centromeres. Thus, when the half-chromatid centromeres are relatively 
widely separated, the chromosomes will easily adopt a bipolar orientation 
of their centromeres. These chromosomes will show a strong tendency 
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to form good metaphase plates, and they should be unable to move 
towards the poles in anaphase. In this way we would get a type of 
behaviour that is in agreement with that found by GErrLer in Paris. 

The ideas given above demonstrate that it is possible mutually to 
coordinate these different phenomena in the behaviour of multivalents 
on one side and undivided chromosomes on the other by means of 
referring them to the same mechanism. 

However, they give us no information concerning the nature of the 
mechanism which is able to cause the equatorial shift of these chromo- 
somes during metaphase. Nor is it clear why this mechanism suddenly 
stops working with the start of anaphase. 


Dietz (1958) has made an interpretation of these phenomena in terms of 
(1) active contraction of the spindle fibres, combined with (2) changes in their state 
of development, and (3) their elastic properties. The equatorial position of the 
multivalents at metaphase is, in his opinion, the consequence of the traction fibres 
at this stage having grown to the length of the half-spindles. For this reason these 
fibres would be capable of keeping the chromosomes in the equator without exerting 
a noticeable pull on them, and the presence of more traction fibres on one side of 
the multivalents should not cause a displacement of them. 

The decrease in intensity of the pulling forces during prometaphase. which was 
referred to by Drerz, is an obvious reality in many materials. It is very probable 
that this change in one way or another is connected with the change causing the 
shift in the equatorial direction of the multivalents studied. Whether or not we 
believe that the increasing length of the traction fibres causes this change we must 
nevertheless realize that there is a process in the traction fibres causing a decrease 
of their pulling action during the development of prometaphase to full metaphase. 
This change will here be called the de-activation. Furthermore, if we do not agree 
with the opinion that the equatorial position of the trivalents is the consequence of 
the length of the traction fibres being equal to that of the half-spindles, then we 
have to assume that the centromeres on the side with two centromeres are in a 
functional state that is different from that of the single centromere oriented in the 
opposite direction. Because of this difference in their functional state, each centro- 
mere on the two-centromere side would be much weaker than the single centromere 
‘on the opposite side, and the resulting equilibrium of the trivalent could be in 
(or close to) the equator. In my opinion such a difference in the functional state of 
the centromeres (or of their traction fibre mechanisms) could be very likely, as the 
prometaphase de-activation of these movement mechanisms has taken place under 
quite different conditions on these two sides of the trivalent. The trivalents in the 
materials of Dietz were strongly displaced in the direction of their two-centromere 
sides during prometaphase, and the chromosome deformations demonstrate that 
the pulling forces are much stronger on the single centromere than on the two 
others. It is not unreasonable to suppose that a traction fibre that is passing 
through the prometaphase changes under the influence of a strong pull may become 
different from one that does so under a weak one. I have a strong suspicion that 
considerations of this kind may contain the key to these effects. As far as can be 
seen from the metaphase plates of Dretz’s paper, the chromosomes show a certain 
degree of deformation also at metaphase, which could suggest that the pulling 
forces at this stage have not decreased to zero. This, however, is difficult to judge 
as there may be a plastic deformation in them that is remaining from the prometa- 
phase forces. 
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The long traction fibres present in monasters were used by Dietz as an argument 
for the opinion that these structures could have a considerable length also when 
relaxed and free from tension. In my opinion this argument is not valid, as I feel 
convinced that in the monasters we have equilibria between a pulling action of the 
traction fibres towards the centre and the so-called elimination forces that are 
acting in the opposite direction on the chromosome body (see, OSTERGREN et al. 
1960). 

Similar considerations apply to the univalent X-chromosome of Humbertiella 
(HueHEs-ScHRADER 1948), another case to which Dietz refers. This chromosome is 
connected by a traction fibre to a single spindle pole only. If we assume that the 
functional state of the traction mechanism at metaphase is dependent on the con- 
ditions of force present during its prometaphase de-activation, as suggested above, 
then in a univalent of a unipolar orientation the decrease in the pulling activity 
should be especially pronounced, as its prometaphase change takes place under a 
minimum of pulling strain (because of the absence of a partner chromosome pulling 
in the opposite direction). In the case of such a weak pulling activity towards the 
pole, the previously mentioned elimination forces acting in the opposite direction 
(or cytoplasmic currents, see below) might bring the univalent far from the pole and 
close to the equator at metaphase. As pointed out by Hucuers-ScHraDErR (1948) 
the behaviour of these univalents (that are lying in the cytoplasm outside but not 
very far from the equator) suggests an influence of antagonistic forces. These 
forces are (1) a traction fibre pull acting towards that spindle pole to which this 
fibre is directed, and (2) a force acting on the chromosome arms in the opposite 
direction, supposed by Hucurs-ScHRADER to be a cytoplasmic current. Besides 
the possibility of a cytoplasmic current, I think we might here consider the so-called 

. elimination forces of OsTERGREN et al. (1960) which would act if the chromosome 
were lying in a region containing astral rays capable of producing or transmitting 
such forces. 

Thus, the stabilization of trivalents and undivided chromosomes in the equator 
would, in my opinion, be due to a difference in the functional state of their kinetic 
elements between the two opposite polar directions. This difference would be due 
to a differential development of the metaphase de-activation of the traction 
mechanisms. With the disappearance of the metaphase de-activation, as anaphase 
starts, these different kinetic elements would again grow functionally equivalent, 
and this change would cause the anaphase shift in these chromosomes. 

This discussion of some of Dretz’s interpretations was given here mainly to 
define a few questions. It will be left for the future to give the answer to these 
questions. : 

Above we have discussed the movements of single chromatids 
towards the metaphase plate and their following movements towards the 
poles during anaphase. It should be mentioned that similar movements 
have also in some cases been reported for ordinary univalents during the 
first meiotic division. These were thus found to move undivided from 
the equator to one of the poles during anaphase (e.g. some of the uni- 
valents in Godetia, HAkANsSoN 1940, 1943; some univalents in grass 
hybrids, WatTERS 1958; the univalent X-chromosome in Cyclocypris 
globosa, DiETz 1958). In these cases we may presumably have a situation 
similar to that suggested for the undivided chromosomes, that is, the 


kinetic region of the centromere is exposing more of its surface in one 
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of the polar directions than in the other. It becomes arranged in the 
equator through the mechanism acting on DietTz’s multivalents; and 
with the change in the mechanical situation in anaphase, it is shifted 
without division in the direction in which most of the kinetic material 
was oriented. In some cases, however, a poleward movement of ordinary 
univalents of an anaphase-like character may result from the unspecific 
pumping activity in the phragmoplast. It is often difficult to judge 
from literature whether this mechanism or an active shifting of the 
centromere was involved. 

When different organisms are compared it is found that the frequency 
of division of the univalents during first anaphase is highly variable. 
This variation is not due merely to the behaviour of the traction mecha- 
nism that may pull at the chromatid centromeres in different ways, but 
it is also to a high degree dependent on the firmness of association 
between the chromatids, the association that keeps the daughter chromo- 
somes connected to one another in the most proximal regions of the 
chromosome arms (LIMA-DE-Fari1a 1953, 1956). 

Although this aspect has not been treated above, it is in my opinion 
very likely that the traction fibre pull in the cases discussed here as 
in others is produced according to the sailboat interpretation of the 
chromosome movements (OSTERGREN ef al. 1960). In that case, the 
differences in the action of the forces would depend on differences in the 
development of the traction fibres and differences in the character of the 
pumping activity which these traction fibres provoke in the background 
material of the spindle. This interpretation has an advantage over the 
contractile fibril hypotheses, since it also accounts for the movements of 
acentric bodies in the spindle. 

Acknowledgement. I wish to express my sincere thanks to Dr. AUDREY FJELDE 
of the Institute of Genetics, University of Lund, Sweden, for reading the manuscript. 


Summary 

Cases of cell division with single chromatids are discussed in connec- 
tion with a study on mitosis with undivided chromosomes made on 
living material of the endosperm of Haemanthus katharinae. Such divi- 
sions are known from certain abnormal mitoses in the microspores of a 
few plant species, and also from the second meiotic division, in which it 
is possible in numerous materials to study the behaviour of daughter 
univalents, and, in a few cases, also daughter chromosomes derived from 
chromosomes that were paired during the first: division. 

The various cases of mitosis with single chromatids show a great 
variation with respect to the degree of scattering of the chromosomes 
over the spindle at metaphase. In a few cases there is practically no 
tendency to form a metaphase plate. In other cases the tendency to 
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form such a plate is more or less pronounced, but also in these cases it 
is difficult for the chromosomes to form this arrangement. Some of 
them remain scattered over the spindle. After the metaphase a kind of 
anaphase usually follows in which the single chromatids, without divi- 
sion, move to the poles, ‘often with other chromosomes lagging in inter- 
mediate positions. 

An approach of chromosomes to the poles may be caused by two 
different mechanisms in mitoses of this kind and only in a few cases is 
the information sufficient to show that active centromere movements 
occur during these anaphases. 

In many aspects of their behaviour on the spindle, single chromatids . 
are similar to ordinary univalents of the first meiotic division. For this 
reason the movement mechanics of the chromosomes of the first meiotic 
division is briefly reviewed. 

The interpretation is expressed that the structure of the centromere 
region of a single chromatid shows some similarity to that of a univalent 
of the first meiotic division and that this may be the reason for their 
similar behaviour. The chromatid centromere would have a structural 
multiplicity with respect to its kinetic elements, corresponding to its 
subdivision in half-chromatids and also to the presence of two or three 
consecutive chromomeres in its longitudinal direction. As these kinetic 
elements are arranged close to one another on one side of the narrow 
cylinder of the centromere constriction, it is difficult for them to orient 
towards both poles simultaneously. A single chromatid having a centro- 
mere of this kind will show orientation instability and change its orienta- 
tion between the two unipolar orientations and various more or less 
bipolar orientations. The movements following these different orienta- 
tions would cause the scattering of these single chromatids over the 
spindle. The orientation of ordinary mitotic metaphase chromosomes, 
consisting of two such chromatids, could often be the consequence of a 
process of co-orientation similar to that in meiotic bivalents. 

The anaphase movement of undivided chromosomes, which by active 
centromere movements are shifted in the polar directions without a 
separation of daughter components, is discussed with reference to a 
similar behaviour observed by Dietz in multivalents in Ostracods. These 
multivalents are stabilized in the equator during metaphase, in spite of 
the fact that they have two or three centromeres directed towards one 
pole and a single one towards the other. During anaphase their chromo- 
somes do not separate but the whole configurations are shifted towards 
that pole towards which the majority of the centromeres are directed 
(this is followed by another type of movement which does not concern 
us in this connection). Undivided chromosomes that are oriented with 
more of their kinetic material towards one of the poles and less towards 
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the other should by the same mechanisms as moved the multivalents be 
shifted in the equatorial direction during metaphase and in the polar 
direction during anaphase. The mechanism of these events is obscure. 
A change in the interpretation given by Dietz is suggested. 


References 

Basser, A.: Ciné-micrographic studies on chromosome movements in f-irradiated 
cells. Chromosoma (Berl.) 9, 319—331 (1958). 

—,and J. Mouk-BasEr: Ciné-micrographic studies on mitosis in endosperm. 
II. Chromosome, cytoplasmic and Brownian movements. Chromosoma (Berl.) 
7, 558—607 (1956). 

BrEaD.eE, G. W.: A gene in maize for supernumerary cell divisions following meiosis. 
Cornell Univ. Agric. Exp. Station, Memoir 185, 1—12 (1931). — Polymitotic 
maize and the precocity hypothesis of chromosome conjugation. Cytologia 
(Tokyo) 5, 118—121 (1933). 

Biuak, K.: Beitrage zur Kausalanalyse der Mitose. II. Untersuchungen an den 
Spermatocyten von Chorthippus (Stenobothrus) lineatus Panz. Arch. Hntwickl.- 
Mech. Org. 118, 359—484 (1929). 

Broom, W.: Cellular responses. Rev. Mod. Phys. 81, 21—29 (1959). 

— R. E. Zrexxe and R. B. Urerz: Irradiation of parts of individual cells. III. Ef- 
fects of chromosomal and extra-chromosomal irradiation on chromosome move- 
ments. Ann. N.Y. Acad. Sci. 59 (4), 5083—513 (1955). 

CarcHEsIDE, D. G.: An asynaptic Oenothera. New Phytologist 38, 323—334 (1939). 

CuayBEr@G, C. D.: Cytogenetic studies of precocious meiotic centromere division in 
Lycopersicon esculentum Mill. Genetics 44, 1335—1346 (1959). 

DaruineTon, C. D.: Recent advances in cytology, 2nd ed. London 1937. 

Dietz, R.: Die Spermatocytenteilungen der Tipuliden. II. Mitt. Graphische 
Analyse der Chromosomenbewegung wahrend der Prometaphase I im Leben. 
Chromosoma (Berl.) 8, 183—211 (1956). — Multiple Geschlechtschromosomen 
bei den Cypriden Ostracoden, ihre Evolution und ihr Teilungsverhalten. 
Chromosoma (Berl.) 9, 359—440 (1958). 

Gurtier, L.: Uber eine postmeiotische Teilungsanomalie und den Spiralbau der 
Chromosomen von Paris quadrifolia. Chromosoma (Berl.) 2, 519—530 (1943). 

HAxansson, A.: Die Meiosis bei haploiden Pflanzen von Godetia Whitneyi. Here- 
ditas (Lund) 26, 411—429 (1940). — Meiosis in a nullisomic and in an asynaptic 
Godetia Whitneyi. Hereditas (Lund) 29, 179—190 (1943). 

HvuauHeEs-ScuraDeEr, S.: Polarization, kinetochore movements, and bivalent struc- 
ture in the meiosis of male mantids. Biol. Bull. 85, 265—300 (1943). — Expulsion 
of the sex chromosome from the spindle in spermatocytes of a mantid. Chromo- 
soma (Berl.) 8, 257—270 (1948). 

Jounsson, H.: Meiotic aberrations end sterility in Alopecurus myosuroides Huds. 
Hereditas (Lund) 30, 469—566 (1944). 

Kamiya, N.: Protoplasmic streaming. Protoplasmatologia VIII, 3A. Wien 1959. 

Lamm, R.: A case of abnormal meiosis in Lycopersicum esculentum. Hereditas 
(Lund) 80, 253 (1944). 

Lima-pE-Farta, A.: The structure of the centromere of the chromosomes of rye. 
Hereditas (Lund) 35, 77—85 (1949). — The Feulgen test applied to centromeric 
chromomeres. Hereditas (Lund) 86, 60—74 (1950). — The regions of special 
cycle of division of Agapanthus chromosomes. Chromosoma (Berl.) 6, 33—44 
(1953). — The role of the kinetochore in chromosome organization. Hereditas 
(Lund) 42, 85—160 (1956). 








96 _ G. OstTERGREN: Mitosis with undivided chromosomes. IT 


MELANDER, Y.: Studies on the chromosomes of Ulophysema éresundense. Hereditas 
(Lund) 36, 233—255 (1950). 

OsTERGREN, G.: Equilibrium of trivalents and the mechanism of chromosome 
movements. Hereditas (Lund) 31, 498 (1945). — Proximal heterochromatin, 
structure of the centromere and the mechanism of its misdivision. Bot. Notiser 
1947, i176—177 (1947). — The mechanism of co-orientation in bivalents and 
multivalents. The theory of orientation by pulling. Hereditas (Lund) 37, 
85—156 (1951). 

—,and A. Baser: Mitosis with undivided chromosomes. I. A study on living 
material. Chromosoma (Berl.) 12, 72—79 (1961). 

— J. Moxé-Baser and A. Baser: An interpretation of transport phenomena at 
mitosis. Ann. N.Y. Acad. Sci. 90 (2), 381—408 (1960). 

SancHeEz-Moneg, E.: Univalent mechanism and misdivision. Anal. Estac. Exp. 
Aula Dei 2, 1—11 (1950). 

—,and J. MacKery: On the origin of subcompactoids in T'riticum vulgare. Here- 
ditas (Lund) 34, 321—337 (1948). 

ScuraDeER, F.: The kinetochore or spindle fibre locus in Amphiuma tridactylum. 
Biol. Bull. 70, 484—498 (1936). — The structure of the kinetochore at meiosis. 
Chromosoma (Berl.) 1, 230—237 (1939). 

Taio, J. H., and A. Levan: The use of oxyquinoline in chromosome analysis. Anal. 
Estac. Exp. Aula Dei 2, 21—64 (1950). 

Watters, M.S.: Aberrant chromosome movements and spindle formation in 
meiosis of Bromus hybrids: An interpretation of spindle organization. Amer. J. 
Bot. 45, 271—289 (1958). 

ZIRKLE, R. E.: Partial-cell irradiation and mitotic movements. Proc. Ist Natl. 
Biophys. Confer., Yale Univ. Press 1959, pp. 285—290. 


Dr. G. OsTERGREN, 
Institute of Genetics, University of Lund, 
Lund, Sweden 


Chromosoma (Berl.) 12, 97—115 (1961) 


From the Department of Zoology, Yale University, New Haven, Connecticut 


RECURRENT POLE-TO-POLE MOVEMENTS 
OF THE SEX CHROMOSOME DURING PROMETAPHASE I 
IN MELANOPLUS DIFFERENTIALIS SPERMATOCYTES* ** 


By 
R. Bruce NicKLas 
With 6 Figures in the Text 
(Received February 22, 1961) 


A. Introduction 

Prometaphase chromosome movement results in an exact arrange- 
ment of chromosomes at metaphase — the equatorial plate. Nevertheless, 
the prometaphase movements of individual chromosomes are highly 
variable, and only general tendencies can be recognized, as the fine study 
of Dietz (1956) demonstrates. Such variability complicates both descrip- 
tive and experiniental analysis. Prometaphase behavior of the X-chro- 
mosome in Melanoplus differentialis primary spermatocytes is a striking 
exception to this generalization in that the individual movements are 
highly regular. These movements cover the whole distance from one 
pole to the opposite pole and are repeated at irregular intervals throughout 
prometaphase and metaphase. Reversals of direction in the middle of 
a pole-to-pole trip are extremely rare. Thus the X usually moves quickly 
from one pole to the opposite pole where it remains for an indefinite 
period of time before beginning another quick and direct pole-to-pole 
trip. This behavior is the more astonishing when it is recalled that the 
X-chromosome in most grasshoppers is unpaired and syntelic! at the 
first spermatocyte division, i.e. it has chromosomal spindle fiber con- 
nections only to one pole. If this behavior is analogous with the normal 
congression movements, kinetochore reorientation would be expected 
to precede each pole-to-pole trip, since there is general agreement on 
the importance of some sort of kinetochore: pole : spindle fiber interaction 


* This paper is dedicated with respect and affection to Professor Franz 
ScurapDeEr in honor of his seventieth birthday. 

** The investigation was supported in part by research grant number C-4987 
from the National Cancer Institute, Public Health Service and by research grants 
from American Cancer Society institutional grants to Yale University. 

1 This term and its opposite, “‘amphitelic,” have been introduced by Dr. RoLanp 
Dietz (personal communication, cf. Bauer, Dietz and ROBBELEN 1961 in this 
issue of Chromosoma) to describe the orientation of sister kinetochores to the same 
pole (“‘syntelic’’) or to opposite poles (“amphitelic’’). 
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in congression movements (e.g. SCHRADER 1947; OsTERGREN 1950; 
Dietz 1956). As will be demonstrated below, such repeated reorientation 
does occur. 

A descriptive analysis of X-chromosome behavior during prometa- 
phase-metaphase I is presented in this report. The results indicate that 
this behavior represents a simplified model of normal prometaphase 
movements. Certain conclusions may then be drawn from X-chromosome 
prometaphase behavior concerning the mechanisms of chromosomal con- 
gression and orientation in all chromosomes. 


B. Materials and Methods 


The Melanoplus differentialis (Acrididae; Orthoptera) males used in this study 
. were from a laboratory colony reared at room temperature (23—28° C.) on wheat 
seedlings and dandelion leaves. This colony was started two years ago from eggs 
kindly supplied by Dr. ELEANoR S.tirer of the State University of Iowa. 

Living spermatocytes were cultured by B&LAR’s (1929) method using RINGER’s 
solution. Bitak described his method with great care, and no important 
modifications were introduced in the present study, but the following comments 
may be helpful. The RinGEr’s often ascribed to B&LAR and which is given in his 
“Objekt and Technik” section (footnote 1, p. 364) is apparently not the one he 
actually used. Superior results were obtained with a RrncEr’s solution that BiLAR 
describes further on in his article (footnote 2, p. 287). I have used this RrncER’s 
as given, or diluted 10 parts of RrncEr’s to 1 part of water. Guass-distilled water 
was used throughout. Thin flat-bottomed depression slides optically superior to 
those available commercially were prepared by breaking a standard microscope 
slide into pieces which were then cemented to a second slide with a mounting 
medium such as Permount, forming a square well somewhat smaller inside than 
the coverslip used. If the cells are alive immediately after the preparation of the 
cultures, they usually live and go through normal divisions for 12 to 18 hours 
thereafter, and cultures 48 hours old containing normal anaphases are occasionally 
obtained. The temperature range during observations on a single culture usually 
did not exceed 2° C., and the overall range for all cultures was 22 to 29°C. 

The cells in these cultures were observed with phase contrast equipment. 
A Schott interference filter with peak transmission at 548 millicrons provided cool, 
green light. Chromosome behavior in individual cells was recorded at frequent 
but irregular intervals during prometaphase to telophase I by photographs, by 
camera lucida drawings, by annotated sketches, or simply by a written description. 
These data were supplemented by unrecorded observations made at other times 
to ensure the detection of any exceptional behavior. The photographs were taken 
on Kodak “High Contrast Copy” 35 mm. film. For cells from which photographs 
or camera lucida drawings were made, an analysis of change in chromosome position 
with time was performed. First the poles were located, either exactly by centriolar 
position, or, more often, approximately, by the point of convergence of the spindle 
as defined by the mitochondria. The accuracy of localization in the latter method 
is 2 microns as shown by using this method on cells in which the centrioles are 
visible. The equator was defined as a line perpendicular to the polar axis of the 
spindle and equidistant from the poles. The distance between the kinetochoric 
end of the X-chromosome (indicated by a dense band-see ‘‘Observations’”’) and 
the equator was then measured. This measurement was made along the actual 
path that the X-chromosome was following in moving from pole-to-pole; the 
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straight line distance from the equator was not measured. These data were then 
assembled into “‘Course-Time”’ graphs (see Dietz 1956) and chromosomal velocities, 
etc., were calculated from the graphs. Occasionally one or more autosomal bivalents 
in a cell were studied in the same manner. 

Chromosome and spindle fiber relationships were studied in fixed material. 
Testes were dissected out, fixed in Sanfelice, sectioned at 5, 7, or 10 microns, and 
stained in iron hematoxylin. In such preparations, spindle fibers and general 
chromosome structure could be seen and were studied and drawn. For the details 
of chromosome structure, however, it was necessary to remove the hematoxylin 
and restain by the Feulgen reaction. The cells originally studied were relocated, 
and the details of chromosome structure were added to the previous observations 
and drawings. 

C. Observations 

It is necessary to give first a general description of the cytology 
of Melanoplus differentialis and the structure of the X-chromosome in 
this species. This will be followed by an account and analysis of the 
observations on living cells, and finally a description will be given of 
chromosomal spindle fiber orientation and X-chromosome movement as 


observed in fixed material. 


I. General Cytology and X-Chromosome Structure 
1. General Cytology 


The chromosome complement and general cytology of Melanoplus 
differentialis are so similar to those of many other grasshoppers that a 
very brief description will suffice. 

As Now in (1912) showed, the male diploid chromosome complement 
comprises 23 chromosomes: 11 pairs of autosomes plus the unpaired 
X-chromosome. The kinetochores of all chromosomes are terminal or 
subterminal in position. The meiotic divisions are orthodox: the auto- 
somes show typical pairing, chiasmata, and segregation. The X-chromo- 
some lies off the equator at metaphase I and moves undivided to one 
pole during anaphase I; it is equatorially divided at the second meiotic 
division. 

2. Structure of the X-chromosome 

As in certain other grasshoppers (PINNEY 1908; WHITE 1940) the 
X-chromosome in Melanoplus differentialis is negatively heteropycnotic 
at metaphase in early spermatogonial generations. The condensation 
cycle gradually changes during successive cell generations until by the 
spermatocyte prophase the X is positively heteropycnotic. By meta- 
phase I, however, the X shows slight negative heteropycnosis as shown 
in Fig. 1b. The autosomes at this time have a homogeneous dense 
appearance and smooth outline, while the X-chromosome has a banded 
appearance due to localized decondensation. The most prominent band 
marks the kinetochoric end of the X, as the insertion of chromosomal 
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spindle fibers at that end attests (Figs. la and 1b). This end of the 
chromosome commonly evinces a longitudinal doubleness never seen 
at the distal end (Fig. 1b). These structural differentiations permit the 
recognition of the kinetochoric end of the X in living cells. 





la 


Fig. 1a and b. A photograph (la) and a drawing (1b) of a fixed cell in prometaphase I. 

a The photograph was made after iron hematoxylin staining and does not show the struc- 

ture of the X-chromosome. b Spindle and chromosomal outline drawn after iron hemat- 

oxylin staining. Details of X-chromosome structure added after restaining by the Feulgen 
method. X-chromosome stippled; autosomes in outline 


II. Prometaphase Behavior in Living Cells 
1. Autosomes 


While no systematic study of autosomal bivalents has been made, 
it is clear that their prometaphase behavior is like that described by 
Dietz (1956) in tipulid spermatocytes. Thus the autosomes move quite 
rapidly along the polar axis of the spindle during early prometaphase, 
but never get closer to the poles than five microns. These movements 
gradually become slower and center more and more on the equator as 
prometaphase proceeds, until finally the autosomal bivalents come to 
rest at or very near the equator. The maximal velocity of autosomal 
movement that has been observed is 0.60 microns per minute in one of 
the large bivalents in early prometaphase. Autosomal movements are 
generally much slower than this even in early prometaphase: they are 
never more rapid than 0.20 microns per minute in late prometaphase. 
Study of the several bivalents in Fig. 2 in focus at most time intervals 
will corroborate the above statements. 


2. X-chromosome 


In what follows,. a “‘trip” designates a complete movement from one 
pole to the other. 
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a) General Description 


Figure 2 shows a typical spermatocyte during prometaphase to 
anaphase I. The behavior of the X-chromosome will best be appreciated 
by first following it throughout a single trip, such as from 4’05” to 5’01’’. 
Certain features of the movements are immediately apparent. Firstly, 
the X moves from within 2 or 3 microns of one pole to a position equally 
close to the opposite pole. Secondly, the kinetochoric end, as indicated 
by the kinetochoric band of dense chromatin (see arrows), leads 
the way to the pole. The kinetochoric band is clearly seen except 
during earliest prometaphase (0’00’) or when the X is partially 
obscured by overlying mitochondria (1’41’, 2’22” and 4'32”). 
If now the course of the X is followed throughout prometaphase- 
metaphase an appreciation of the repetitive character of this move- 
ment will be gained, and its predictability will become evident: 
reversals of direction before reaching a pole are not seen. It is 
equally obvious that the path is not altered in successive trips, 
i.e. the path traveled is constant; it does not shift from the left to 
the right side of the spindle nor is there even much change in 
level on the left side. The X always remains at the periphery of the 
spindle. Since the kinetochoric end of the X leads during these trips, 
this end of the chromosome must swing toward the equator at the 
beginning of each trip, and this is clearly seen when 119” is compared 
with 1’28”; and 4'05” with 4’18”. 

The time-position features of these movements are best seen when 
kinetochore and pole positions are plotted against time (Fig. 3). In the 
last four complete trips (from 2’0” on) the X appears to pass beyond the 
poles: this is an artefact produced by measuring X position along the 
arc of travel, while pole position is measured as the shortest distance 
from the equator. It will be noted that the X made five complete inter- 
polar trips. The smoothness of movement is also evident: the X proceeds 
to the opposite pole without pause, although its velocity sometimes 
diminishes near the end of a trip. It is particularly important to note 
that there is no striking or constant effect of change in the angle of the 
X with reference to the spindle upon its velocity. This is particularly 
clear when the first third of trips 1 (1’28’’ and 1'30”) and 5 (4'18”, 
4’21’’, and 4’32’’) are compared (Fig. 2). In the former the X is parallel 
with the long axis of the spindle while in the latter the X is inclined at 
an angle of about 45°. Nevertheless, there is little difference in velocity, 
as is shown by the similarity in the slopes for these times (Fig. 3). Another 
typical feature shown in the graph is that there is no constant decrease 
in chromosomal velocity as prometaphase proceeds (i.e. the slopes for 
the first four complete trips are the same). However, in this particular 
cell, the velocity during the last trip (4'05” to 5’01”) is reduced over 
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Fig. 2. Phase contrast photomicrographs of a single living spermatocyte during 
prometaphase I to anaphase I. The position of the X-chromosome kinetochore is 
indicated by the arrows. The numbers on each picture give the time in hours (’) 
and minutes (’’) 
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Fig. 2, continued 


that found in earlier trips (velocities of 
0.61 and 1.1 microns per minute, respec- 
tively). This last trip actually takes 
place during metaphase. Finally an un- 
predictable feature of X-chromosome be- 
havior must be noted: the time spent at 
a pole before beginning another trip can- 
not be foretold on present information. 
After the initial movement to the 
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lower pole, the X remained there for almost an hour before beginning 
the first complete pole-to-pole trip, while the other trips followed each 
other with little or no delay (Fig. 3). 
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Fig. 3. Graphic representation of X-chromosome behavior in the cell shown in Fig. 2. 

The unbroken lines and solid circles (—e®—e—) indicate the position of the poles; the 

unbroken line and open circles (—O—O—-) shows the position of the X-chromosome from 
prometaphase to early anaphase 


b) Range of Variation 

This analysis is based upon complete observations throughout pro- 
metaphase-anaphase I in 11 cells, and observations on portions of these 
stages in 9 other cells, a total of 54 X-chromosome trips have been 
followed in these 20 cells. 

a) Variability in Individual trips. A striking aspect of X-chromosome 
behavior is the predictability of its movements. Thus 96% of the trips 
(52 of 54) were direct and complete pole-to-pole trips as described in 
section ‘“‘a”’ above. In the other 4% (2 of 54) a mid-trip reversal of 
direction was seen: the X moved to the equator, paused, and then 
moved back to its original pole. 

No exceptions in kinetochoric position have been observed: the 
kinetochore invariably precedes the rest of the chromosome in the 
poleward movement. It must be pointed out, however, that occasionally 
the X lies nearly perpendicular to the arc along which it is moving, and 
then no part of the X precedes any other part. This occurs only during 
the first half of a trip (see Fig. 2, 418” and 4'21”). 


Equally constant is the path of the X-chromosome during successive 
trips. This was determined from 33 trips which were preceded by at least 
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one trip. Only in one such trip (3% of the total) was an alteration in 
path observed. Here the arc of X travel was shifted 90°: the X first 
made two trips over the upper surface of the spindle as seen, followed 
by one trip along the side of the spindle (as in Fig. 2). Autosomal 
position was not altered in this manner, ruling out rotation of the whole 
cell or spindle. 

Finally we must consider the variation in velocity during individual 
pole-to-pole trips. An average_velocity during a trip was computed over 
that portion of the trip where velocity is reasonably constant — the middle 
3/, of the trip. This was done for a total of 17 trips in 12 cells. The 
range encountered was from 0.17 to 1.7 microns, with a mean velocity 
of 0.73 microns per minute (temperature range: 25 to 29° C.). Intra-trip 
velocity can best be described by noting the frequency of trips with a 
cessation of movement sometime during the trip. Thus in 3 otherwise 
normal trips, a pause or great decrease in velocity lasting approximately 
15 minutes has been observed when the chromosome neared the equator. 
In the other 49 normal trips (94% of the total normal trips) no 
pauses were seen, although minor changes in velocity did occur, 
particularly near the end of a trip (see section ‘“‘a’”’ above). The data 
from all these cells bear out the conclusion in section “a” that no 
correlation exists between X-chromosome velocity and the angle it 
makes with the path along which it moves (e.g. whether it is parallel, 
perpendicular or at an angle of 45° to this path). Thus changes in 
angle or velocity may occur during a single trip or between successive 
trips in a single cell, and these changes are independent of each other. 

B) Variability in the Over-all Pattern During Prometaphase. The 
observations here analyzed were made on 43 trips in cells followed 
throughout prometaphase I to anaphase I. The duration of prometa- 
phase-metaphase in these cells was 61/, + 2 hrs. (23—29° C.); anaphase 
lasts about 30 minutes. 

The most important variable here is the total number of complete 
pole-to-pole trips made in individual cells during prometaphase-meta- 
phase I. These data are given in Table 1. The mean number of trips 


Table 1. Total Number of Complete Pole-to-Pole Trips in Individual Cells 


























Number of trips 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 
Number of Cells . . . 1 1 4 1 2 1 1 














per cell was 4. The extremes are of considerable interest. Thus in one 
cell the X was usually on the move and made 8 complete trips, while 
the cell at the other extreme demonstrates that normal cells exist in 
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which the X is immobile except for an initial movement to a pole. 
Both these extremes are infrequent although together they account for 
about 1 cellin 5. This variability in number of trips may also be expressed 
as variability in the total fraction of prometaphase-metaphase time that 
the X spends in motion as opposed to the time spent immobile near a 
pole. This ranges from only 4% of the total time (in the cell with no 
complete trips) to 75—80% (8 complete trips). The average per cent 
time in motion for 11 cells was 50%. 

An important question for comparison of X and autosomal movement 
is whether there is any general decrease in X-chromosome activity 
during the second half of prometaphase-metaphase as compared with | 
the first half. Data from 9 cells bear on this question and are sum- 
marized in Table 2. Each number in the body of the table indicates the 


Table 2. X-Chromosome Activity in The First Half of Prometaphase-Metaphase as 
Compared with The Second Half (see text for details) 











Number of Cells 
Criteria of Activity Showing greater | Showing greater | Showing equal 
X activity in X activity in X activity in 
first half second half both halves 
Velocity during trips ..... 3 1 5 
Percent time in motion... . 5 1 ] 
Total number of complete trips 6 2 1 








total number of cells displaying the given behavior, e.g., in 3 cells the 
velocity during pole-to-pole trips was greater in the first half of pro- 
metaphase than in the second half, in 1 cell it was greater in the second 
half, and in 5 cells the velocity was about equal in both halves of pro- 
metaphase-metaphase. The three criteria of activity used are: the average 
velocity during pole-to-pole trips, the per cent time during which the 
X was in motion, and the number of trips completed. It is seen that 
on the basis of per cent time in motion and the total number of trips 
there is evidence for decrease in activity during the second half of 
prometaphase-metaphase, while velocity of movement usually shows no 
decrease ‘in the second half. 

It is of interest to note that while one or more trips occurred during 
metaphase in 6 out of 19 cells, these trips were always completed before 
anaphase began. 

III. Observations on Fixed Material 

The above observations raise the question of spindle fiber reorienta- 
tion during these pole-to-pole movements, and the observations oh fixed 
material necessary to answer this question are given in this section, 
along with evidence for X-chromosome mobility in spermatocytes in 
intact animals. 
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1. Spindle Fiber Reorientation 


An extensive examination of sectioned material was made to find 
examples of all X-chromosome positions seen in living cells and in which 
the X-chromosomal spindle fiber orientation could be unambiguously 
determined. In well-preserved material such cells are very rare, for 





Figs. 4, 5, and 6. Prepared and drawn as in Fig. 1b. Showing various positions of the 
X-chromosome during prometaphase I and the associated chromosomal spindle fiber 
conditions. X-chromosome stippled; autosomes in outline 


even after iron hematoxylin staining, the chromosomal fibers are seen 
with difficulty. When cells are less well-preserved (as in Figs. 1a and 1b), 
the fibers are easily seen, but doubt may exist as to whether a tenuous 
connection to the opposite pole was destroyed. Therefore most of the 
studies were made on better fixed material, where the spindle fibers 
appear as delicate, fine threads, and fibers associated with individual 
chromatids can be seen. More than 20 such cells with the X in the 
position shown in Figs. la and }b have been examined. Ampbhitelic 
orientation was never observed: when the X is in that position the 
chromosomal fibers of both chromatids are associated with the nearer pole. 
Examples in which the X presumably was in motion at the time of 
fixation are shown in Figs. 4, 5, and 6. In Figs. 4 and 6, the syntelic 
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orientation of chromosomal spindle fibers is exlusively toward the pole 
to which the X is moving. One unillustrated additional example of 
co-orientation at the beginning of a trip (as in Fig. 4) was seen. Three 
examples of an X in the equatorial position have been seen, and one of 
these is drawn in Fig. 5. In all of these, the X is perpendicular to the 
polar axis of the spindle, and the chromatids are orientated to opposite 


poles. 
I regard these results as suggestive only, because of the small 
number of reasonably clear examples and because of the difficulty with 
which these delicate fibers are seen. The tentative conclusion, however, 
is that the angle of the X on the spindle indicates its fiber orientation. 
Thus whenever the X kinetochore is pointed directly at a pole it 
displays syntelic orientation toward that pole, while amphitelic orien- 
tation may be expected when the X lies at a right angle to the poles. 


2. Evidence For Pole-to- Pole Movement 

The description in section I above is based on the assumption that 
the X moves during prometaphase-metaphase I in spermatocytes in 
the intact testes as it does in cultures. This assumption can be exam- 
ined by determination of the frequency of fixed cells with X-chromo- 
somes in position indicative of movement. This was done by scoring 
X-chromosome kinetochore position from the position of the kineto- 
choric band in cells stained with the Feulgen reaction. This information, 
for 101 cells, is given in Table 3. The figure references given in the table 


Table 3. Position of the X-Chromosome in 101 Fixed Cells 





Position of The X 


First third Middle third Last third 


Near Pole of trip of trip of trip 
(as in Fig. 4) | (asin Figs. 5, 6) | (asin Fig. 1) 














16 62 








Percent of Cells. . . 17 5 


legend will clarify the classification. Any cell with an X closer to the 
pole than that shown in Fig. 1 would be classified “‘near pole’’. It is 
at once apparent from the table that a disproportionately large number 
of cells are in the “last third of trip” class. This doubtless arises because 
the X in cells of intact animals does not approach the centrioles as 
closely as in cultured cells. An exact quantitative comparison of these 
results with those for movement in cultured cells is not possible. However, 
the results are consistent with the notion that there is a substantial 
amount of X movement in spermatocytes of intact animals. 
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D. Diseussion 

The most striking features of prometaphase X-chromosome behavior 
in M. differentialis may be recapitulated here for emphasis. Repeated 
‘trips from one pole to the other are a regular feature of spermatocyte 
prometaphase and metaphase I. These movements usually cover the 
whole interpolar distance without pause or reversal of direction, although 
the X may remain for an indeterminate length of time at a pole before 
beginning another trip. The X kinetochore leads the way during these 
trips, and kinetochore and chromosomal spindle fiber reorientation 
precedes each trip. The X usually follows the same path in all pole-to- 
pole movements in a single cell. The velocity of X movement is more 
rapid than autosomal velocity, and shows little change in subsequent 
trips as prometaphase progresses. 

The only examples of analogous prometaphase behavior have been 
reported by B&tak (1929) in the grasshopper Chorthippus and Dr1etz 
(1958) in tipulids. No one familiar with BixaR’s elegant analysis of 
chromosome behavior in living Chorthippus spermatocytes will be sur- 
prised to learn that BELAR noted movements of the X similar to those 
found here. However, he did not report pole-to-pole cycles, possibly 
because he did not follow the movement in any one cell for a sufficiently 
long period of time. BELAR’s conception of the cause of these movements 
is considered below. Dietz refers to his observations only in passing: 
he noted 1 or 2 pole-to-pole movements and kinetochore reorientations 
of the sex chromosomes in the earliest prometaphase stages. After this 
time the sex chromosomes in tipulids auto-orient and do not behave in 
this manner. No closer analysis has yet been reported by Dietz, and 
hence detailed comparison with the behavior here reported is not possible. . 

The nature of the forces responsible for these movements will be 
discussed first. Certain possibilities can be eliminated. BELAR (1929) 
saw movements of the mitochondria in the same direction as the move- 
ment of the X, and concluded that the cytoplasmic currents presumably 
responsible for mitochondrial motion were moving the X as well. This 
mechanism would apply only to the X and not the autosomes since 
only the X lies in the cytoplasm (except for the region immediately 
around the kinetochore). Attempts to correlate mitochondrial and X- 
chromosome movements in Melanoplus have failed because mitochon- 
drial movement is never very great, and certainly never pole-to-pole. 
Still, this is not decisive. However, other features of X movement in 
Melanoplus conclusively eliminate this hypothesis. The most conclusive 
of these is the observation that X-chromosome velocity is independent 
of the angle the X makes with the spindle, since on the cytoplasmic 
current hypothesis, altered angle would alter the volume of moving 
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cytoplasm intercepted by the X and therefore change its velocity. Also 
it is difficult to see how on this hypothesis an angle parallel to the spindle 
polar axis (see e.g., Fig. 2, 130’) could be maintained in the face of a 
force sufficient of move the chromosome. Hence it is concluded that 
cytoplasmic currents have no important rdéle in these movements. 

The data are also inconsistent with the notion that the X is pushed 
to a pole by expansion of chromosomal spindle fibers between the X 
and the pole from which it is moving. This is obvious from the fact 
that often no chromosomal fibers are found on that side of the X 
(e.g. Figs. 4 and 6). This is of importance in showing the simplicity 
of causal mechanisms here, since such a pushing action is probably 
operative in aberrant autosomal behavior in the harlequin lobe of certain 
bugs (SCHRADER 1946a, 1946b, and 1960). 

What then is responsible for these movements? The observations 
that (1) the kinetochoric end leads the way to the pole, and (2) the trips 
usually proceed without pause from one pole to the other imply a force 
acting between the kinetochore and the poles. This force could act either 
toward the chromosome from the pole of origin and/or from the chromo- 
some toward the pole to which it is moving. An attempt is now being 
made to distinguish experimentally between these alternatives. A force 
toward the pole may already be considered the more likely alternative, 
since in that direction a structural basis for force production is known: 
the chromosomal spindle fibers. 

Forces in one direction or another between kinetochores and poles 
must also be responsible for the prometaphase congression movements 
of chromosomes (cf. below). There is no reason at present to suppose 
that the forces producing X-chromosome movement differ qualitatively 
in their origin or direction from those producing the congression move- 
ment in other chromosomes, and in the X-chromosome in somatic 
divisions. However, these forces do differ quantitatively in the distance 
and length of time through which they act, in their degree of regularity, 
and probably in their magnitude as well. The origin of these differences 
constitutes a major challenge for future research. 

We may now consider what X-chromosome behavior may tell us 
about prometaphase congression movements. I shall deliberately avoid 
any consideration of the physical chemistry of force production, for I 
see no way at present of deciding between even such different conceptions 
as that of Drerz (1958) and that of OsTERGREN ef al. (1960). However, 
something can be said of the direction and magnitudes of the responsible 
forces and the organelles which produce these forces. Such a working 
hypothesis of prometaphase congression has emerged particularly from 
the work and thought of Rasnrvsxy (1941), HuaHes-ScHRADER (1943), 
ScHRADER (1947), OsTERGREN (1950) and Dietz (1956, 1958). In its 
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essentials this hypothesis is that congression results from forces arising 
from chromosomal spindle fiber activity and acting toward opposite poles 
on opposed kinetochores in a single chromosomal unit, the forces in- 
creasing with increasing distance from the pole (RASHEVSKY 1941; OsTER- 
GREN 1950). On this view the metaphase equatorial plate is a state of 
dynamic equilibrium between countervailing forces. The exact studies of 
Dietz (1956) on prometaphase in tipulid meiosis do not entirely support 
this view as Dietz (1956, 1958) has emphasized : he obtained clear evidence 
for a gradual decrease in these poleward forces during prometaphase 
and concluded that metaphase is a time when very small or even no 
forces are impinging on the chromosomes. OSTERGREN now admits that 
this is true in some forms (OsTERGREN et al. 1960). As SCHRADER (1953) 
has noted, this hypothesis doubtless represents an oversimplification. 
Nevertheless, as modified by Dietz, the hypothesis satisfactorily ac- 
counts for the major features of prometaphase congression in many 
forms. Since Dietz’ conception of a diminution in forces is both new 
and important, additional evidence for this view may be given here. 
Evidence for decreased activity of the spindle as a whole during pro- 
metaphase is seen in early cleavages of the dipteran Miastor (NIcKLAS 
1959, p. 307) and in the polarization microscope study of TayLor (1959) 
on newt cells. Such a view also makes possible an easy explanation 
of the otherwise puzzling great prolongation of metaphase I normally 
found in many animal eggs. The observations on the Melanoplus X 
also fit with Dirtz’ view. This is not apparent on superficial examination, 
for the X continues to move with undiminished velocity not only in 
late prometaphase but even in metaphase. This is to be expected, 
however, since at the start of each trip a new spindle fiber is formed 
to or by the X, and thus the situation at least in part is similar to that 
of a chromosome in the earliest prometaphase stage. Hence as Dietz 
(1958) and OsTERGREN ef al. (1960) anticipated, following spindle fiber 
reorientation the X shows a velocity as great as in early prometaphase. 
However, on the basis of other indices, chromosomal activity does 
decrease during prometaphase and metaphase. These indices are the 
number of trips made and the percentage of time spent in motion. 
This is no surprise, for these activities depend on the likelihood of 
beginning another trip rather than on what determines behavior during 
a trip. The former might well be affected by general spindle and cell 
conditions while the latter would depend only on conditions in the 
X-chromosome and its spindle fiber. 

This leads naturally into a consideration of chromosome reorientation. 
The observations reported here constitute the first detailed description 
of this process as seen in living cells, although Dietz (1958) indicated 
in passing that Rébbelen and he have also made such observations. 
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Reorientation of mal-oriented chromosomal units has been demonstrated 
from fixed material by HucHEs-ScHRADER (1943), INamDaR (1949) and 
Dretz (1958). In the present case we are, however, dealing with repeated 
reorientation of a normally oriented chromosome, and why this should 
happen and how it takes place is baffling at present. Meaningful com- 
ment on certain implications of this reorientation is possible never- 
theless. Thus the results provide striking additional evidence for the view 
that spindle fibers are highly labile structures (cf. OSTERGREN 1949; 
Dietz 1958). The Melanoplus X is unique in demonstrating that this 
lability may persist throughout prometaphase and even into metaphase. 
The results also bear on OsTERGREN’s (1951) important attempt to 
provide a theory of chromosome orientation. His idea is that the early 
congression movements will automatically and mechanically bring a 
mal-oriented chromosome into such a position that breakdown of old 
chromosomal fibers followed by fiber formation to the nearest pole will 
give proper orientation. Clearly this is not necessarily true, for there 
is nothing automatic about reorientation in the X-chromosome: reorien- 
tation may follow any time after a chromosome reaches the pole, and 
reorientation is probably also possible in the middle of a trip (cf. Figs. 5 
and 6). Drerz’ (1958) concept of continual random reorientation, followed 
by stabilization after the proper orientation has been assumed, also fails 
to account for X-chromosome behavior, since no such stabilization 
necessarily follows even repeated assumption of the proper orientation. 
Because of the frequency with which reorientation occurs and the 
predictability of its result, the Melanoplus X furnishes superlative 
material for the experimental study of the stimulus to, and the control of, 
reorientation. It must be admitted, however, that the reorientation 
mechanisms in the Melanoplus X may not be the same as those in mal- 
oriented chromosomes or bivalents. 

The behavior of the Melanoplus X also raises the question of deter- 
mination of chromosome distribution within the metaphase plate (i.e., 
chromosome position as seen in polar views of the plate). Here the 
question takes the form of how the path of X-chromosome travel is 
determined. Lateral or transverse forces of some sort must account for 
the peripheral position of the X on the spindle. It is much more difficult 
to explain the constancy of the X-chromosome path in a single cell — 
why does this path remain unchanged even if several trips are made: 
why, having moved along the left side of the spindle (as in Fig. 2) for 
one trip, does it not pass on the next trip over the upper surface of the» 
spindle or even move on the right side of the spindle? A partial answer 
may lie in mechanical restrictions on movement since these cells are 
considerably flattened, but the cell is not so flat that this can be a 
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serious hindrance to movement: the cells are thicker than 15 microns, 
and the X is no thicker than 3 microns. This behavior becomes more 
difficult to explain when it is recalled that just before the beginning of 
most trips the X is presumably without direct attachment to the spindle 
(i.e., during spindle fiber reorientation). A clue to the mechanisms 
involved here is provided by observations showing that chromosomes 
can be brought to the poles in late prophase without the intercession 
of spindle fibers (SCHRADER 1947, on the earwig Anisolabis; and NIcKLas, 
unpublished, on the orthopteron Gryllus). I suggest that a similar cen- 
triole-chromosome interaction may operate to hold the Melanoplus X 
in position at the pole during spindle fiber recrientation. That the 
required interaction operates in prometaphase is suggested by the 
behavior of the so-called ‘‘centrophilic” chromosomes in newt mitosis 
(BLoom et al. 1955). 


I have discussed above the mechanisms of X-chromosome movement 
and the significance of these movements for our conception of prometa- 
phase behavior in general. A brief consideration of their significance for 
Melanoplus follows. It appears that the X movements reported are not 
essential for normal metaphase position or anaphase segregation since 
occasional normal spermatocytes are found in which no pole-to-pole trips 
occur. This is not to say, however, that the movements here seen are 
caused by adaptively insignificant forces. On the contrary, as we have 
seen, the forces producing X movement are presumably identical with 
those producing the absolutely essential congression movements in 
autosomes. I conclude that while not themselves essential, the move- 
ments of the X are a natural expression of forces producing essential 
autosomal movements. 

Note added in proof: I have recently found that K. Sammaxura [Proc. intern. 
Genet. Symp. (Tokyo-Kyoto), pp. 126—128 (1957)} has briefly reported obser- 
vations on repeated pole-to-pole movements of the X-chromosome in two grass- 
hopper genera — Chrysochraon and Chloealtis. He therefore was the first to report 
movements similar in overall pattern to those described here for Melanoplus, 
although he only indicates that such movements sometimes occur, and does not 
further characterize X-chromosome prometaphase I behavior in these forms. 


Summary 

1. The behavior of the X-chromosome in Melanoplus differentialis 
‘during the spermatocyte prometaphase-metaphase I has been studied 
in living and in fixed material. 

2. During this time the X usually makes several movements from 
one pole to the other. With few exceptions these movements cover the 
whole interpolar distance without pauses or reversals of direction. The 
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kinetochore leads the way to the pole. In a single cell the path of the X 
is usually the same in all the pole-to-pole movements, and the velocity 
of movement shows little change as prometaphase progresses. Kineto- 
chore and spindle fiber reorientation precede each pole-to-pole trip. 
The one unpredictable feature is the length of time spent at a pole 
before beginning another movement. 

3. The results are considered in relation to the congression, orienta- 
tion, and distribution behavior of prometaphase chromosomes generally. 
It is concluded that our present conceptions of chromosome orientation 
and distribution cannot explain these processes in the X-chromosome. 
The information now available is consistent with the conception that . 
X-chromosome movements are the result of forces whose direction and 
origin are the same as those producing autosomal congression. X-chro- 
mosome behavior is consistent with the view that poleward forces 
involved in congression decline during prometaphase. 
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Einleitung 

Satty Hucues-ScHRADER (1943) hat zuerst eingehend belegt, daB 
sich die Kinetochoren von Trivalenten wahrend der Prometaphase 
umorientieren kénnen. An fixierten Praparaten von Spermatocyten 
verschiedener Mantiden, deren X,X,Y-Geschlechtschromosomen ein 
Trivalent bilden, stellte sie fest, daB kurz vor der Anaphase I die Tri- 
valente fast immer in Disjunktionsstellung vorlagen, da dagegen in 
friiheren Prometaphasestadien Non-Disjunktionsanordnungen haufig 
waren. Mit vorschreitender Prometaphase miissen sich also Kineto- 
choren umorientieren. Diese Umorientierung ist ein fiir die Aufklarung 
des Spindelmechanismus bedeutungsvolles Phanomen, dessen Analyse 
in lebenden Zellen wichtig war. 

Die Mantiden sind allerdings fiir eine solche Lebenduntersuchung 
aus verschiedenen Griinden (lange Generationsdauer, groBer Zucht- 
aufwand, zahlreiche Chromosomen) nicht geeignet. Gleichartige Tri- 
valente wie bei ihnen waren aber durch Mutationsauslésung bei Tipu- 
liden zu erhalten, die als fiir derartige Untersuchungen besonders 
geeignet ausgewahlt worden waren (BAvER, Mitt. I). Die Tipuliden haben 
einen anderen Geschlechtschromosomenapparat als die Mantiden. Bei 
diesen ist urspriinglich ein XO-Mechanismus vorhanden, der durch 
reziproke Translokation zwischen dem X und einem Autosom zu dem 
X,X,Y-Apparat umgebildet worden ist (HuGHES-SCHRADER 1950). Bei 
Tipuliden dagegen liegt ein XY-Mechanismus vor, bei dem aber die 
Geschlechtschromosomen sich in der mannlichen Meiose nie paaren und 
also kein Bivalent bilden. Reziproke Translokationen zwischen einem der 
Geschlechtschromosomen und einem Autosom ergeben in Heterozygoten 
daher doch ein Trivalent, wahrend das an der Translokation unbetei- 


* Franz SCHRADER zu seinem 70. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet. 
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ligte andere Geschlechtschromosom als Univalent daneben vorhanden ist. 
Es lassen sich also in der gleichen Zelle Uni-, Bi- und Trivalente in ihrem 
Bewegungsverhalten vergleichen. 

Die Untersuchung von multivalenten Chromosomenverbanden in 
lebenden Zellen war noch aus einem anderen Grunde wichtig. Die Aus- 
wertung fixierter Praparate hatte Hinweise fiir unterschiedliches Ver- 
halten solcher Chromosomenverbande bei verschiedenen Objekten er- 
geben. OsTERGREN (1945, 1946) und B66x (1945) hatten bei ihren 
Objekten festgestellt, da8 Trivalente noch in der Metaphase dem- 
jenigen Pol genahert liegen, zum dem zwei der drei Kinetochoren 
orientiert sind; sie hatten daraus geschlossen, da8 auch in diesem 
Stadium polwarts gerichtete Zugkréfte auf die Chromosomen einwirken. 
Dagegen lieB sich aus dem Verhalten der multiplen Geschlechtschromo- 
somenaggregate in den Spermatocyten verschiedener Ostracodenarten 
(Dietz 1958) ableiten, daB8 derartige Zugkrafte wohl in Prometa- und 
Anaphase auf die Kinetochoren einwirken, nicht aber in der Metaphase; 
denn in diesem Stadium liegen die Multivalente wie die Bivalente im 
Aquator, wahrend sie vorher und nachher dem Pol naher liegen, zu dem 
die Mehrzahl der Kinetochoren orientiert ist. Die Eigenschaften der 
Metaphasespindel miissen also bei verschiedenen Objekten verschieden 
sein. Die Kenntnis dieser Verschiedenheiten ist unerlaéBliche Voraus- 
setzung fiir die Aufklarung der Natur des Teilungsapparates. 

Hinweise darauf, da8 auch innerhalb der Tipuliden Unterschiede 
vorkommen, hatte bereits friiher ein kursorischer Vergleich des Chromo- 
somenverhaltens in lebenden Zellen bei verschiedenen Tipula- und 
Pales-Arten gegeben. Abweichend von den anderen Arten sind bei 
T'. oleracea die Bivalente in der Metaphase noch etwas gestreckt und 
wandern auch kurz vor der Anaphase noch in einer breiteren aquatorialen 
Zone hin und her. Daraus konnte geschlossen werden, daB sich die von 
den Chromosomenfasern ausgeiibten Zugkrafte nicht so weit verringern, 
wie es bei den iibrigen Arten der Fall ist, da8 vielmehr bei 7’. oleracea 
diese Krafte in der Metaphase noch verhaltnismaBig groB sind und sich 
auch noch verandern, also Eigenschaften vorliegen, die bei den verwand- 
ten Arten fiir ein friiheres Prometaphasenstadium typisch sind. Dieses 
abweichende Verhalten hat uns veranlaBt, die Lebenduntersuchung auf 
Tipula oleracea auszudehnen. 

Die Untersuchungen wurden an einem seit 1948 gehaltenen Stamm ausgefiihrt. 
Die Mutationsversuche sind von BavEr 1955, die Lebendbeobachtungen von Frau 
ROBBELEN 1956—1957 durchgefiihrt worden. Ausgewertet sind die Ergebnisse 
durch Frau ROBBELEN und spiter Drerz in Anlehnung an die Bearbeitung von 
T. lateralis (II. Mitt., Drerz 1956)?. 

1 Die Arbeiten sind durch Gewahrung einer Sachbeihilfe der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft unterstiitzt worden, fiir die der erstgenannte Verfasser zu 
groBem Dank verpflichtet ist. 
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Réntgenauslésung von Chromosomenmutationen 


Versuchsanordnung. — ¢-Imagines wurden 1—2 Tage nach dem Schliipfen 
réntgenbestrahlt; sie enthalten nur noch reife Spermien. Nach der Bestrahlung 
wurden sie sofort mit frisch geschliipften bis 1 Tag alten 22 zusammengesetzt. 
Die Kopulation erfolgt meist sofort, die Eiablage meistens innerhalb von 24 Std. 
Die F,-3g wurden mit normalen 99 gepaart. An j-Larven der F, wurde cytologisch 
‘das Vorkommen von Chromosomenmutationen gepriift. Im allgemeinen wurden 
acht Larven mit Meiosestadien untersucht. Waren sie alle cytologisch normal, 


so wurde die Zucht als + verzeichnet. 
Die Bestrahlung wurde mit einem Oberflichen-Therapie-Gerit bei 60 kV, 


20 mA und Filterung mit 3 mm Al (der Filterfaktor der Metalix-Réhre ist darin 
eingeschlossen) durchgefiihrt. Die Dosisleistung betrug 1276 r/min. In Vorver- 
suchen wurde die Dosis festgestellt, bei der sich etwa 1% der von den bestrahlten 
Spermien befruchteten Eier entwickelten. Diese Dosis betrug 3500r. Hiermit 


wurde der Hauptversuch ausgefiihrt. 

Chromosomale Charakteristik. — Tipula oleracea weist, wie die Mehr- 
zahl der Tipuliden, diploid 8 Chromosomen auf: 3 Paare von medio 
bis submedio-kinetischen Autosomen, die nach Gesamtlinge und 
Schenkellangenverhaltnis etwas voneinander verschieden sind, und 
1 Paar Geschlechtschromosomen. X und Y sind kurz stabférmig, das 
X ist etwa 1,5mal so lang wie das Y. Der Kinetochor ist bei beiden 
endstandig; kurze zweite Schenkel lassen sich nicht erkennen. 

Der Ablauf der 3-Meiose ist derselbe, wie er zuerst fiir 7’. paludosa 
beschrieben worden ist (BAUER 1931). In der Prophase erfolgt normale 
Chiasmabildung an den Autosomen. Meistens sind je Schenkel ein oder 
mehrere Chiasmata vorhanden, so daB ringférmige Bivalente mit vor- 
wiegend nur unvollstaindiger Terminalisation entstehen. Seltener sind 
Bivalente mit Chiasma in nur einem Schenkel. X und Y sind hetero- 
chromatisch und wahrend der meiotischen Prophase zu einem Chromo- 
zentrum vereinigt.. Chiasmata werden bei ihnen nie gebildet. Im mitt- 
leren bis spiten Diplotan erfolgt die Lésung der heterochromatischen 
Assoziation, und die Geschlechtschromosomen werden als Univalente 
frei. Die Anaphase der Autosomen zeigt keine Besonderheiten. X und 
Y bleiben im Aquator zuriick, bis die Autosomendyaden die Spindelpole 
nahezu errreicht haben; erst dann wandern sie ungeteilt zu verschiedenen 
Polen auseinander. 

Die Chromosomenmutationen. — Durch die gewaihlte Versuchsanord- 
nung wurden nur in Y-Spermien ausgeléste Mutationen erfaBt. Alle 
Mutationen, an denen das X-Chromosom beteiligt ist, sind durch die 
Versuchsanordnung eliminiert. 

Unter den Mutationen ist die Mehrzahl der Translokationen an den 
ihnen eigenen Diplotin-Konfigurationen feststellbar. Lediglich rezi- 
proke Translokationen sehr kurzer Endabschnitte, in denen keine 
Chiasmabildung vorkommt, bleiben unerkannt. Die Bestimmung der 
Inversionen dagegen ist nur auf Grund von Briickenbildung und Frag. 
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mentauftreten méglich, weil das Pachytan fiir eine genauere Analyse 
nicht geeignet ist. Da die Haufigkeit der Briickenbildung aber eine 
Funktion von der Lange der Inversion ist, 148t sich nur ein Teil der 
aufgetretenen Inversionen in Spermatocyten nachweisen. Da es nicht 
das Ziel der Arbeit war, die Chromosomenmutationsrate vollstandig zu 
erfassen, sondern fiir die Lebenduntersuchung geeignete Mutationen zu 
erhalten, sind die Inversionen nicht genauer beriicksichtigt worden. 

Die haufigste Chromosomenmutation stellen reziproke Transloka- 
tionen zwischen zwei Autosomen dar. Fiir sie heterozygote Individuen 
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Abb. la—c. Diplotainstadien von Translokationsheterozygoten. a Aus Stamm 215 mit 
reziproker autosomaler Translokation. Bivalent (JZ), Vierer-Ring (IV), XY in hetero- 
chromatischer Assoziation. b Aus Stamm 207 mit Translokation zwischen allen drei Auto- 
somen. Sechser-Kette (VJ) und XY-Aggregat. c Aus Stamm 216 mit reziproker Trans- 
lokation zwischen einem Autosom und dem Y. Zwei Bivalente (IJ), das nicht mehr 
assoziierte X und das Y-Autosom-Trivalent X)/Ag—S—Sp/Ya (III) 


enthalten in den Spermatocyten Quadrivalente in der bekannten Form 
der Vierer-Ringe (Abb. 1a) oder -Ketten. Nicht selten sind Transloka- 
tionen zwischen allen drei Autosomen, die heterozygote Sechser-Ketten 
(Abb. 1b) oder andersartige Sechser-Verbande bilden. VerhaltnismaBig 
haufig sind auch reziproke Translokationen zwischen einem Autosom 
und dem kleinen Y-Chromosom. Individuen mit solchen Transloka- 
tionen weisen bei vollstandiger Chiasmabildung in den autosomalen 
Abschnitten Trivalente auf. Am haufigsten sind Dreier-Ketten (Abb. 1c, 
Abb. 2b). Sie bestehen aus dem Translokationschromosom mit dem 
proximalen, kinetochorentragenden Y-Abschnitt (Y,) und dem distalen 
‘Autosomenabschnitt (A,), aus dem nicht mutierten Autosomenpartner 
(A), und aus dem anderen Translokationschromosom mit dem proxi- 
malen, kinetochorentragenden Autosomenabschnitt (A,;) und dem distalen 
Y-Abschnitt (Yq): Y,/Ag—A—A,/Y,. Durch zusatzliche Chiasma- 
bildung zwischen Autosomenkinetochor und Bruchstelle kénnen auch 
ringformige Trivalente mit angehingtem Y,-Abschnitt entstehen (Ab- 


bildung 2a), die jedoch weniger haufig sind als die Dreierketten. 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 8b 








120 Hans Baver, Rouanp Dietz und Curista ROBBELEN: 


Die Haufigkeit der Mutationen ist aus der Tabelle 1 zu entnehmen, 
in der als vierte Mutationsklasse auBer den Inversionen die hier 
nicht naher angefiihrten weiteren Mutationen (z. B. Translokationen 
zwischen zwei Autosomen und dem Y, autosomale Translokation in 
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Abb. 2a u. b. Schematische Darstellung der Trivalente in Mutationsstimmen, die eine 

reziproke Translokation zwischen einem Autosom und dem Y-Chromosom aufweisen. 

Glatt ausgezogene Chromosomenumrisse: ehemals autosomale Chromosomenabschnitte ; 

gewellt dargestellte Chromosomenumrisse: Abschnitte des ehemaligen Y-Chromosoms. 

Die Kinetochorenregion ist schwarz ausgefiillt. a Trichiasmatisches (Q-férmiges) Trivalent. 
b Bichiasmatisches Trivalent, das meist in V- oder Stabform vorliegt 


Kombination mit an Briicken feststellbaren Inversionen oder invertierten 
shifts, wozwischen hier keine sichere Unterscheidungsmoglichkeit be- 
steht) zusammengefaBt werden. Die Mutationsrate ist im Vergleich zu 
anderen Dipteren verhaltnismaBig hoch. 


Tabelle 1. Mutationshiufigkeit nach Réntgen-Bestrahlung der Spermien 























ley —ao 
Mutationsart bis 5000 r) neal 

Anzahl | Anzahl | Prozent- 
Reziproke autosomale Translokationen 6 40 28 
Autosomale Dreifachtranslokationen — 13 9 61 
Reziproke Y-Autosomtranslokationen . 2 7 5 
Andere Mutationen und Mutationskombinationen 3 26 19 
Nichtmutierte (+) z 29 54 39 
Gesamtzahl der cytologisch Sacer Fr, Zachten 40 140 100 


Y-Autosom-Translokationen.— Diese Mutationen zu erhalten, war das 
Ziel der Bestrahlungsversuche. Uber ihr Verhalten wird in den folgenden 
Abschnitten eingehend berichtet. In fixierten Praiparaten zeigen Sper- 
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Abb. 3a—d. Prometa- und Anaphasestadien aus Stamm 114 mit reziproker Translokation 

zwischen Y und einem Autosom. a Prometaphase mit Disjunktionsstellung des Trans- 

lokationstrivalents. b Prometaphase mit gestrecktem Trivalent. c Anaphase mit Dis- 

junktionsverteilung, beide Translokationschromosomen am oberen Pol, X noch im Aquator. 

d Anaphase mit freiem Y,/Ag-Translokationschromosom, das sich in gleicher Weise bewegt 

wie das X. Die autosomalen Chromatidenteile des Translokationschromosoms sind weit 
auseinandergespreizt 
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matocyten mit kettenférmigen Translokationstrivalenten diese in der 
Prometaphase entweder in V-formiger Anordnung (Abb. 3a, 2b) oder 
in gestreckter Form (Abb. 3b, 2b). Die erstere fiihrt in der Anaphase I 
zur disjunktionellen Verteilung der Chromosomen (Abb. 3c). Die beiden 
endstandigen Translokationschromosomen wandern gleichzeitig mit je 
einer Dyade der beiden anderen autosomalen Bivalente zum Pol (oben 
in Abb. 3c), wahrend die mittlere autosomale Partnerdyade zusammen 
mit den anderen Autosomendyaden zum Gegenpol geht. Das X bleibt 
allein im Aquator und wandert nach. Nicht immer ist die Chiasma- 
bildung zwischen den Translokationschromosomen und ihrem auto- 
somalen Partner vollstandig. Es kommt vor, daB das Y,,/Ag-Chromosom 
als Univalent neben dem heteromorphen A—A,/Y,-Bivalent in die 
Spindel eintritt. Es verhalt sich in seiner Bewegung dann wie ein nor- 
males Y-Chromosom, nur sind die distalen, autosomalen Chromatiden- 
teile weit auseinandergespreizt (Abb. 3d). 


Geschlechtschromosomennatur der kleinen ‘Chromosomen. — Der Erb- 
gang der Translokationen liefert den Beweis dafiir, daB die aus des- 
kriptiv-cytologischen Griinden gemachte Annahme, das kleine Chromo- 
somenpaar stelle die Geschlechtschromosomen dar, richtig ist. Trans- 
lokationen, an denen das Y-Chromosom beteiligt ist, mtissen stets hete- 
rozygot bleiben, nur in der mannlichen Linie auftreten und in allen 3g 
vorhanden sein. Drei Tatsachen beweisen es, da das kleine Chromosom 
der Y-Spermien das Y-Chromosom darstellt: 1. Keine der reziproken 
Translokationen zwischen zwei der mediokinetischen groBen Chromosomen 
ist geschlechtsbegrenzt vererbbar. 2. Keineder Dreifach-Translokationen 
ist auf die $¢ beschrankt. 3. Alle Translokationen zwischen einem 
groBen und dem kleinen Chromosom aus Y-Spermien treten nur in 3 
auf und sind in jedem 3 vorhanden. Das kleine Chromosom ist also 
das Y-Chromosom, sein in diesen Versuchen nicht erfaBter Partner 
das X. 


Diese Befunde sagen allerdings nichts tiber den Modus der Ge- 
schlechtsbestimmung. Erst wenn quantitativ abgeanderte Chromo- 
somenbestande bei 7’. oleracea auf ihren EinfluB auf die Geschlechts- 
bestimmung gepriift sein werden, la8t sich entscheiden, ob das Y einen 
dominanten Mannlichkeitsbestimmer enthalt oder ob es leer ist und die 
X-Chromosomen iiber das Geschlecht in Balance mit den Autosomen 
entscheiden. 


Ergebnisse der Lebenduntersuchung 


Die Methodik ist die gleiche, wie sie bei Dinrz (1956) dargestellt worden ist. 
Grundlage der Messungen und der daraus gewonnenen Weg-Zeit-Diagramme bilden 
Skizzenserien, in denen die Lage der Spindelpole und die Umrisse der Chromo- 
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somen und Chromosomenverbiande eingezeichnet wurden. Einen Ausschnitt aus 
einer solchen Skizzenserie gibt Abb. 4 wieder. 
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Abb. 4. Y-Autosom-Translokationsstamm. Auswahl der mit dem Zeichenapparat im Ab- 
stand von 1 min angefertigten Skizzen, welche die Chromosomenumrisse und die Spindel- 
begrenzung in dé* Polregion enthalten. J Univalentes X, JI Bivalente, III trichiasmati- 
sches Trivalent. Das X wanderte von einem Pol zum anderen und wieder zuriick, es lag 
bei Anaphasebeginn in der Nahe eines Pols. Die Bivalente befanden sich in der friihen und 
mittleren Prometaphase stirker aus dem Aquator verlagert als in der spaten Prometaphase. 
Eine Umorientierung des Y-Partners des Trivalents erfolgt in der 19.—22. min, die an- 
schlieBende Wanderung fiihrte bis in die Nahe des Gegenpols. Das Trivalent befand sich 
auch in der Metaphase deutlich dem Pol genihert, zu dem zwei Kinetochoren orientiert 
waren 


I. Das Bewegungsverhalten einzelner Chromosomen 
wihrend der 1. Reifeteilung 
1. Trivalente 

Zur Beurteilung der. Mannigfaltigkeit der Bewegungsablaufe! sind 
in den Abb. 5—11 die Weg-Zeit-Diagramme von 7 Trivalenten wieder- 
gegeben. Unterhalb der einzelnen Diagramme sind Chromosomenbiider 
von den verschiedenen Zeitpunkten des Teilungsablaufs wiedergegeben. 
Fir die Weg-Zeit-Diagramme ist, um den Kurvenverlauf deutlicher zu 
machen, ein gréferer OrdinatenmaBstab gewahlt worden, als es der 
Lange der Trivalente in den Zeichnungen entspricht. 
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Abb. 5 gibt die Bewegung eines Q-formigen (trichiasmatischen) Tri- 
valents wieder (vgl. Abb. 2a). Der Y-Kinetochor orientierte sich in der 
unmittelbar nach der Kernauflésung entstandenen Spindel auf den in 
der Abbildung oberen Pol. Er tiberragte erheblich den autosomalen 
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Abb. 5. Verhalten eines trichiasmatischen Trivalents. 
Auf der Abszisse ist die Zeit in Minuten, auf der Ordi- 
nate die Entfernung der Pole und der Kinetochoren 
vom Aquator in » abgetragen. Liegende Kreuze: Spindel- 
pole; Kreise und Punkte: autosomale Kinetochoren: 
stehende Kreuze: Y-Kinetochor. Die mittleren Posi- 
tionen der autosomalen Kinetochoren sind durch aus- 
gezogene Kurven, die des Y-Kinetochors durch eine 
gestrichelte Kurve verbunden. Das Trivalent niherte 
sich in der friihen Prometaphase dem Pol, zu dem zwei 
Dyaden orientiert waren und behielt bis zur Anaphase 
diese Position bei. Mit dem Einsetzen der Anaphase 
wanderten alle Dyaden zu dem Pol, auf den sie sich bei 
der Spindelbildung orientiert hatten. Kein Kinetochor 
orientierte sich um 


Kinetochor, welcher sich 
zum gleichen Pol ausge- 
richtet hatte. Der dritte, 
ebenfalls autosomale 
Kinetochor des  Triva- 
lents richtete sich auf den 


Gegenpol aus. Wahrend | 


der ersten 20min der 
Prometaphase bewegte 
sich das Trivalent aus der 
Aquatorialregion heraus; 
danach blieb es in der 
sich stark streckenden 
Spindel demjenigen Pol 
genahert, zu dem zwei 
Kinetochoren  orientiert 
waren. Das Trivalent 
entfernte sich in der 
friihen Prometaphase mit 
einer Geschwindigkeit von 
ungefahr 0,164/min aus 
dem Aquator heraus. Die 
Abstande zwischen seinen 
Kinetochoren und den 
Polen, auf die diese 
orientiert waren, nahmen 
trotz dieser Wanderung 
zu, weil sich die Spindel 
im gleichen Zeitraum um 
12,24, also etwa auf das 
Doppelte des urspriing- 
lichen Centrosomenab- 
standes verlangerte. Aller- 


dings war die Zunahme des Pol-Kinetochor-Abstandes bei dem Kine- 
tochor, der allein auf einen Pol orientiert war, mit 10,4 yu viel 
gréBer als bei den beiden anderen Kinetochoren (2,0 bzw. 1,8,). 
In den restlichen 26 min der Prometaphase-Metaphase blieb die 
Spindel annahernd gleich lang. Das Trivalent fiihrte héchstens un- 
regelmaéBige und sehr langsame Bewegungen um die zuletzt einge- 
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nommene Position aus!. 46min nach der Kernauflésung wurde die 
anaphasische Trennung der Dyaden sichtbar. Das Y-Chromosom? 
trennte sich etwas friiher aus dem Verband. Nach seiner Ablésung 
bewegten sich die zwei noch verbundenen autosomalen Partner kurz- 
fristig in Richtung auf den Aquator. Die beiden zum gleichen Pol 
wandernden Dyaden hatten eine Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,3 bis 
0,4u/min. Die allein zum Gegenpol wandernde Dyade war mit einer 
Geschwindigkeit von 0,5 u/min etwas schneller. 

Als erstes Beispiel fiir ein kettenférmiges (bichiasmatisches) Tri- 
valent ist die Abb. 6 gegeben (vgl. Abb. 2b). Die prometaphasische 
Spindelstreckung war im wesentlichen 16 min nach der Kernauflésung 
abgeschlossen. Die Spindel verlangerte sich in dieser Zeit von 16 auf 
25 w (Faktor 1,6). Danach blieb die Spindellange bis in die spite Ana- 
phase hinein nahezu unverandert, erst dann nahm sie nochmals gering- 
fiigig zu. Sehr bald, vielleicht schon innerhalb der 1. min, orientierte 
sich das Trivalent mit den beiden auBeren Kinetochoren auf den einen 
und mit dem mittleren Kinetochor auf den anderen Spindelpol. Trotz- 
dem bewegte es sich zunachst fast nicht. Erst in der 11. min der Pro- 
metaphase setzte die schon aus dem vorangegangenen Beispiel bekannte 
Bewegung in Richtung auf den Pol ein, zu dem zwei der drei Kineto- 
choren orientiert waren. Die Bewegung dauerte etwa 11 min und erfolgte 
mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,4 u/min." Wahrend der 
Bewegung verkiirzte sich im Gegensatz zum vorangegangenen Beispiel 
der Abstand zwischen den beiden in gleicher Richtung orientierten 
Kinetochoren und dem zugehoérigen Pol. Der Abstand betrug zu Be- 
ginn der Bewegung (11. min) 7,7 bzw. 9,1 wu, nach Abschlu8 der Pol- 
annaherung nur noch 4,2 bzw. 4,64. In den folgenden 47 min, die 
bis zum Einsetzen der Anaphase vergingen, blieb das Trivalent wiederum 
fast ruhig liegen. Die Kinetochoren fiihrten nur geringfiigige und sehr 
langsame Bewegungen um die schon in der 22. min eingenommene Posi- 
tion aus. Wahrend der ganzen Zeit war die Summe der Abstande zwi- 
schen den in gleicher Richtung orientierten Kinetochoren und ihrem 
Pol deutlich kleiner als der Polabstand des allein zum Gegenpol orien- 
tierten Kinetochors. Die Trennung der Dyaden erfolgte zwischen der 
68. und 69. min. Die Dyade, die allein zum Pol wanderte, erreichte 
eine Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,9 u/min; die gemeinsam zum 


1 Eventuelle Bewegungen sind so langsam und fiihren zu so geringfiigigen Ver- 
lagerungen, daB sie mit der hier angewendeten Methode nicht zu sichern sind. In 
den folgenden Beispielen sind ahnliche Situationen beschrieben durch ,,blieb fast 
ruhig liegen“‘ oder ,,fiihrte héchstens geringfiigige Bewegungen aus“. 

2 Mit Y-Chromosom wird im folgenden zur Vereinfachung das aus dem Kineto- 
chorenteil des Y und dem Endabschnitt des Autosoms bestehende Y)/Aq-Trans- 
lokationschromosom bezeichnet. 








126 Hans Bavxus, Rotanp Dietz und Curista ROBBELEN: 


Gegenpol wandernden i}yvaden erreichten nur Durchschnittsgeschwindig- 
keiten von 0,4 bzw. 0,6 yz/min. 

In der Abb. 7 ist das Bewegungsverhalten eines anderen bichiasmati- 
schen Trivalents dargesiellt. Auch in dieser Spermatocyte I verlangerte 
sich in den ersten 16 min die Spindel, und zwar von 16,4 auf 24,64 
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Abb. 6. Verhalten eines bichiasmatischen Trivalents. Das Trivalent néiherte sich in der 
friihen Prometaphase dem Pol, auf den zwei Dyaden orientiert waren, und behielt bis zur 
Anaphase diese Position bei. Mit dem Einsetzen der Anaphase wanderten alle Dyaden 
zuzdem Pol, auf den sie sich bei der Spindelbildung orientiert hatten. Kein Kinetochor 
orientierte sich um. Zeichenerklérung siehe Abb. 5. Einzelheiten vgl. Text 


(Faktor 1,5). Danach blieb die Spindellange konstant bis in die Ana- 
phase hinein. Das Trivalent hatte ein terminales Chiasma zwischen 
dem einen Translokalisationschromosom (A,/Yq) und dem normalen 
Partner (A) und ein subterminales Chiasma zwischen diesem und dem 
Y (Y,/Aq). Wahrend der ersten Minuten bewegte es sich mit der ziem- 
lich hohen Geschwindigkeit von 0,5—0,8 u/min in Richtung auf den ent- 
fernten Pol. Seine Form macht es wahrscheinlich, daB zumindest der Y- 
Kinetochor wahrend der ersten 6 min nach der Kernauflosung noch nicht 
orientiert war und sich deshalb passiv verhalten hat. Auch die weiteren 
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Beispiele werden zeigen, daf} sich die Kinetochoren nicht sofort und 
gleichzeitig, sondern erst im Verlaufe éiniger Minuten und nachein- 
ander orientieren. Etwa von der 5. min an waren der Y- und ein Auto- 
somen-Kinetochor zu dem in der Abbildung oberen Pol orientiert, der 
zwischen beiden gelegene, ebenfalls autosomale Kinetochor war auf den 
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Abb. 7. Verhalten eines bichiasmatischen Trivalents. Das Trivalent niherte sich in der 
friihen Prometaphase dem Pol, auf den zwei Dyaden orientiert waren. Es behielt diese 
Position bei, bis sich zwischen der 53. und 57. min der terminale autosomale Kinetochor 
umorientierte. Nach seiner Umorientierung wanderte der Kinetochor mit hoher Ge- 
schwindigkeit zum Gegenpol. Das ganze Trivalent folgte der Bewegung nach. Mit dem 
Einsetzen der Anaphase wanderten alle Dyaden zu dem Pol, auf den sie gerade orientiert 
waren; fiir die Autosomen resultierte Non-Disjunktion. Zeichenerklirung siehe Abb. 5, 
Einzelheiten vgl. Text 


Gegenpol gerichtet. Wie in den bisherigen Fallen wanderte das Tri- 
valent mit der verhaltnismaBig hohen Geschwindigkeit von 0,5 u/min 
in Richtung auf den Pol, zu dem zwei Kinetochoren orientiert waren. 
Die Polbewegung wurde mit der 26. min abgeschlossen, dauerte also 
annihernd 20 min. In den nachsten 27 min bewegte sich das Trivalent 
fast nicht. Etwa in der 53. min begann der autosomale Kinetochor, der 
bisher zu dem oberen Pol orientiert war, sich auf den Gegenpol auszu- 
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richten. In der 55. min war die Umorientierung schon deutlich an der 
Gestalt des Trivalents zu erkennen. 1—2 min spater war sie bereits 
abgeschlossen: Aus dem V-férmigen war ein stabférmiges Trivalent 
geworden. Wahrend seiner Umorientierung und in den folgenden Minuten 
bewegte sich der Kinetochor mit groBer Geschwindigkeit in Richtung 
auf den Pol, zu dem er sich umorientiert hatte. Die Geschwindigkeit 
war mit 1,3 u/min, zeitweise 1,5 u/min, weit groBer als in den vorher 
geschilderten Fallen, in denen sich die Kinetochoren nicht umorientiert 
hatten. Wahrend der Kinetochor nach der Umorientierung stetig und 
mit groBer Geschwindigkeit in Richtung auf seinen neuen Pol wanderte, 
naherten sich die beiden anderen Kinetochoren zunachst sogar noch 
geringfiigig dem oberen Pol. Sobald aber die zwischen den auseinander- 
weichenden Kinetochoren gelegenen Chromosomenabschnitte zunachst 
gestreckt, dann sogar deutlich gedehnt wurden, wanderte das ganze 
Trivalent in Richtung auf den Pol, zu dem sich der terminale, auto- 
somale Kinetochor umorientiert hatte. Die Wanderung erfolgte ein- 
deutig trotz des antagonistischen Zuges, den der in Gegenrichtung 
orientierte Kinetochor (hier der Y-Kinetochor) ausiibte, denn das ganze 
Trivalent wurde gestreckt (vgl. die UmriBzeichnung von der 57. bis 
zur 66. min), und die Geschwindigkeit des umorientierten Kinetochors 
verlangsamte sich. In der 74. min, mitten in der Bewegung des Tri- 
valents zu dem in der Darstellung unteren Pol, wurde die anaphasische 
Trennung der Dyaden sichtbar. Der Verlauf der Kinetochorenkurven 
1a8t jedoch vermuten, daB die anaphasischen Zugkrafte schon etwas 
friiher eingesetzt hatten; sonst bliebe die waihrend der 70. und 71. min 
feststellbare gegenlaufige Bewegung des Y-Kinetochors und (die nur 
passive) des in der Mitte gelegenen autosomalen Kinetochors unver- 
standlich. Der allein zu einem Pol wandernde Y-Kinetochor erreichte 
eine Geschwindigkeit von 1 4/min oder etwas mehr (die hohe Geschwin- 
digkeit in der spiten Anaphase ist nur durch einen MeBpunkt belegt 
und somit nicht gesichert). Die gemeinsam zum Gegenpol wandernden 
Autosomen-Dyaden hatten geringere Geschwindigkeiten; die Anaphase- 
wanderung der Dyade, die sich umorientiert hatte, erfolgte mit der 
Geschwindigkeit von etwa 0,5u/min, die der anderen Dyaden mit 
1 /min. In diesem Beispiel wurde durch die Umorientierung eines 
Kinetochors aus einem V-férmigen ein stabférmiges Trivalent mit 
anschlieBender Non-Disjunktion der Partner A und A,/Yq. 

Mit der Abb. 8 ist ein Beispiel gegeben, in dem durch Umorientierung 
eines Kinetochors aus einem stabférmigen ein V-férmiges Trivalent 
wird. Die Centrosomen begannen in der 3. min nach der Kernauflésung 
auseinanderzuweichen. Die Spindel streckte sich innerhalb von 24 min 
-von etwa 13,2 auf 25,8 uw (Verlangerungsfaktor ~ 2). Danach verkiirzte 
sie sich geringfiigig und veranderte schlieBlich wahrend der spateren 
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Prometaphase, Metaphase und Anaphase ihre Linge nicht mehr. Die 
beiden autosomalen Kinetochoren orientierten sich auf Gegenpole. Die 
Orientierung des Y-Kinetochors blieb zunachst unklar; spétestens von 
der 17. min an hatte er sich auf den unteren Pol orientiert. Die Non- 
Disjunktionsstellung zweier benachbarter Kinetochoren und damit die 
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Abb. 8. Verhalten eines bichiasmatischen Trivalents. Das in der mittleren Prometaphase 
stabférmige Trivalent lag dem Pol genihert, zu dem zwei Kinetochoren orientiert waren. 
Zwischen der 73. und 75. min orientierte sich der Y-Kinetochor um und wanderte anschlie- 
Bend mit groBer Geschwindigkeit zum Gegenpol. Er setzte in der Anaphase die Bewegung 
fort. Die anderen Kinetochoren wanderten in der Anaphase zu dem Pol, auf den sie sich 
in der friihen Prometaphase orientiert hatten. Zeichenerklarung siehe Abb. 5; 
Einzelheiten vgl. Text 


stabformige Gestalt des Trivalents blieben bis zur 68. min erhalten. Wah- 
rend dieser Zeit lag das Trivalent dem unteren Pol genahert. Es bewegte 
sich zeitweilig mit verhaltnismaBig groBer Geschwindigkeit (z. B. mit 
etwa 0,7 u/min zwischen der 38.—45. min). Die Bewegungen fihrten 
aber nicht zu einer Verlagerung des Trivalents aus der unteren Spindel- 
halfte. Derartig hohe Geschwindigkeiten waren bei Kinetochoren, die 
sich offensichtlich nicht umorientieren, in den bisherigen Beispielen 
nicht gefunden worden. Wahrend der 72. min war das Trivalent noch 
immer stabférmig, in der 73. min hatte sich der Y-Kinetochor aber 
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schon um annahernd 90° herumgedreht. In der 75. min wies er bereits 
in Richtung auf den oberen Pol. Er wanderte anschlieBend mit einer 
mittleren Geschwindigkeit von 1 u/min zu diesem Pol. Der mittlere 
Kinetochor, der auf den unteren Pol orientiert blieb, wurde von der 
75. min an zum Aquator hingezogen. Mit der 84. min erfolgte 
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Abb. 9. Verhalten eines trichiasmatischen Trivalents. Die im Ring befindlichen Kineto- 
choren waren orientierungsstabil, der Y-Kinetochor orientierte sich drei- oder viermal im 
Verlaufe der Prometaphase um. Nach jeder Umorientierung wanderte das Trivalent 
schnell zu dem Pol, auf den sich das Y orientiert hatte. Zeichenerklirung siehe Abb. 5; 
Einzelheiten vgl. Text 
die anaphasische Trennung zunachst zwischen dem Y und dem normalen 
Autosom. Eine Minute spater hatten sich alle Dynaden voneinander 
getrennt. Das Y setzte mit nur geringfiigig reduzierter Geschwindigkeit 
seine Bewegung fort; die mittlere Dynade, nunmehr vom antagonisti- 
schen Zug befreit, wanderte zum Gegenpol. 

In den bisherigen Beispielen war die Umorientierung immer erst 
kurz vor der Anaphase eingetreten. Tatsichlich ist sie zu diesem Zeit- 
punkt seltener als in der mittleren Prometaphase (vgl. S. 165); die Bei- 
spiele wurden deshalb ausgewahlt, weil sie die Lage der Trivalente klar 
erkennen lassen, die fiir die verschiedenen Orientierungsarten typisch 
ist. Mehrere, darunter auch friihprometaphasische Umorientierungen, 
fihrte das Q-formige Trivalent der Abb. 9 aus. Seine autosomalen 
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Kinetochoren waren auf Gegenpole ausgerichtet und orientierten sich 
nicht um. Der Y-Kinetochor war bis zur 6. min auf den unteren Pol 
gerichtet. In der 10. min hatte er sich auf den oberen Pol orientiert. 
Ob dieses Umklappen bereits eine Umorientierung oder ob die Aus- 
richtung des Y auf den oberen Pol zwischen der 8. und 10. min erst 
die eigentliche Einorientierung darstellt, ist nicht mit Sicherheit zu 
entscheiden. Wahrend der Y-Kinetochor in Richtung auf den oberen 
Pol umklappte, bewegte er sich mit einer Geschwindigkeit von 2 y/min. 
Sobald er dann von der 10. min an sich gegen den Zug des in Gegen- 
richtung orientierten Kinetochors bewegen muBte, verringerte sich seine 
Geschwindigkeit auf ungefaéhr 0,6 u/min. Der chiasmaproximale Ab- 
schnitt des Y wurde zwischen den antagonistischen Kraften gering- 
fiigig, aber erkennbar gestreckt. Das ganze Trivalent verlagerte sich 
in den folgenden 10 min tiber den Aquator hinweg und nahm eine Posi- 
tion in der oberen Halbspindel ein. Der Polabstand des Y-Kinetochors 
verringerte sich in dieser Zeit von 13,6 auf 5,2 u. In der 20. min war 
das Y wieder verkiirzt und in der 21. min bereits abermals umorientiert. 
Solange die Koppelung zwischen den Kinetochoren noch nicht wirksam 
war, wanderte der Y-Kinetochor mit der hohen Geschwindigkeit von 
3 u/min zum Gegenpol. Spater verringerte sich seine Geschwindigkeit 
auf 0,7 u/min. Die Streckung des Y zeigt abermals, da8 die Bewegung 
gegen den antagonistischen Zug eines Partners erfolgte. Dennoch wurde 
das ganze Trivalent innerhalb von 16 min bis in die Nahe des Gegen- 
pols verlagert. Der Polabstand des Y-Kinetochors verringerte sich dabei 
von 19 auf 2. Eine dazwischen liegende Chromosomenfaser miiBte 
sich also fast auf 1/,, verkiirzt haben. Die maximale Polnihe wurde 
in der 39. min erreicht. Danach gab das Y seine exakte Ausrichtung 
auf den unteren Pol anscheinend auf, und das Trivalent wurde ein Stiick 
zum Aquator hin verlagert. Beginnend mit der 43. min erfolgte die 
erneute Ausrichtung des Y auf den unteren Pol, und sofort begab sich 
das Trivalent wieder in Polnéhe. Mit Beginn der 50. min orientierte 
sich der Y-Kinetochor erneut um. Er wanderte anschlieBend mit einer 
mittleren Geschwindigkeit von 1,5 4/min zum Gegenpol. Dabei ver- 
kiirzte sich sein Polabstand von 18 auf 5yu. Das Trivalent verlagerte 
sich, dem Y folgend, in die obere Halbspindel. Die maximale Pol- 
annaherung des Y-Kinetochors wurde nach 10min in der 60. min 
erreicht. Unmittelbar danach erfolgte abermals Umorientierung, und 
wieder verlagerte sich das Trivalent in Richtung auf den unteren Pol. 
Wiahrend der Bewegung hatte das Y eine Durchschnittsgeschwindigkeit 
von 1 u/min; es wurde, wie in den vorangegangenen Fallen, gestreckt 
und die Paarungspartner folgten der Bewegung. Die Wanderung wurde 
in der 76. min bei einem Polabstand von etwa 3 u (das entspricht einer 
Verringerung des urspriinglichen Kinetochor-Polabstandes auf etwa 1/.) 
g* 
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beendet; von der Umorientierung bis zum Zeitpunkt der maximalen 
Annaherung an den Gegenpol waren 16 min vergangen. In den folgenden 
Minuten naherte sich das Trivalent vielleicht etwas dem Aquator. Diese 
Bewegung bleibt ungesichert, da zu wenig MeBpunkte vorliegen. In 
der 82. min setzte die Anaphase ein; sie wurde nicht messend verfolgt. 
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Abb. 10. Verhalten eines bichiasmatischen Trivalents. Der Y-Kinetochor und die auto- 

somalen Kinetochoren orientierten sich im Verlaufe der Prometaphase insgesamt min- 

destens siebenmal um. Mit dem Einsetzen der Anaphase wanderten die Kinetochoren zu 

dem Pol, auf den sie gerade orientiert waren. Es erfolgte Non-Disjunktion der autosomalen 
Partner. Zeichenerklirung siehe Abb. 5; Einzelheiten vgl. Text 


Wahrend sich bei Q-férmigen Trivalenten nur der Y-Kinetochor 
umzuorientieren vermag, sind in bichiasmatischen Trivalenten alle 
Kinetochoren zur Umorientierung befahigt (Einzelheiten s. S. 166f.). Ein 
Beispiel dafiir gibt Abb. 10. Die Orientierung der einzelnen Kineto- 
choren war in der friihen Prometaphase unklar. In der 12. min war 
das Trivalent V-férmig; offenbar hatten sich bis zu diesem Zeitpunkt 
alle Kinetochoren orientiert. Schon in der 15. min orientierte sich der 
Y-Kinetochor auf den unteren Pol um. Danach wanderte er mit anfangs 
1,5, spater 0,8 u/min in die Nahe dieses Pols. Wahrend der Verlagerung 
von der einen in die andere Halbspindel orientierten sich auch die 
beiden Autosomen-Kinetochoren um. In der 30. min hatten alle Kineto- 
choren, verglichen mit der 12. min, ihre Pole vertauscht. Das nun 
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wieder V-f6rmige Trivalent lag jetzt in spiegelbildlicher Anordnung in 
der Nahe des unteren Pols. Beginnend mit der 35. min orientierte sich 
der Y-Kinetochor diesmal auf den oberen Pol um. Das Trivalent wurde 
stabférmig (42. min) und wanderte wieder in die Aquatorialregion. Dort 
orientierten sich beide Autosomen-Kinetochoren um (44. min). In der 
52. min befand sich das inzwischen V-férmige Trivalent wieder in der 
Nahe des oberen Pols. Auf ihn waren nunmehr das Y und das terminale 
Autosom gerichtet; zum Gegenpol orientiert war der dazwischen lie- 
gende Paarungspartner. Orientierung und Spindelposition waren, ab- 
gesehen von einer Rotation von annahernd 180° um die Spindelachse, 
wieder die gleichen wie in der 12. min. AnschlieBend, beginnend mit der 
57. min, orientierte sich der terminale Autosomen-Kinetochor nochmals 
um. Das Trivalent wurde wieder stabférmig und wanderte in den 
Aquator. In der 87. min trat die Anaphasetrennung der Partner ein. 
Die Polwanderung der Dyaden wurde nicht verfolgt. Auch in diesem 
Beispiel sind die Beziehungen zwischen Umorientierung und anschlieBen- 
der Kinetochorenbewegung meist erkennbar, teilweise wird die einer 
Umorientierung folgende Bewegung allerdings durch erneute Umorien- 
tierung abgebrochen. Das dargestellte Trivalent zeigte unter den 52 
analysierten Trivalenten die meisten Umorientierungen. 
Bei dem in Abb. 11 dargestellten bichiasmatischen Trivalent nahmen 
die benachbarten Kinetochoren kurz nach der Kernauflésung Disjunk- 
tionsstellung ein. Wie in den bisherigen Fallen wanderte das Trivalent 
in die Nahe des Pols, zu dem zwei Kinetochoren orientiert waren. Dort 
fihrte es unregelmaBige Bewegungen aus und unterschied sich in seinem 
Bewegungsverhalten zunachst riicht von dem in Abb. 6 wiedergegebenen 
pro ace Etwa von der 50. min an richtete sich der terminale Partner 
(A,/Yqa) senkrecht zur Spindelachse aus, und das Trivalent begann in 
den Aquator zu wandern. In der Anaphase, die in der 69. min einsetzte, 
blieb der senkrecht: zur Spindelachse ausgerichtete Partner zunachst 
im Aquator liegen. Erst als die auf die Pole ausgerichteten Partner 
ihre Anaphasewanderung beendet hatten, wanderte er von der 88. min 
an langsam einer der beiden Anaphasegruppen nach. Er wurde 
disjunktionell in bezug auf den homologen Kinetochor verteilt. Dyaden, 
die sich in der spiten Prometaphase senkrecht zur Spindelachse aus- 
richten und dann stets wahrend der Anaphase zunichst liegenbleiben, 
kommen in Trivalenten nur selten vor (s. 8. 159). Dieses Verhalten ist 
aber fiir die Mehrzahl der univalenten X-Chromosomen typisch. 


2. Bivalente 
In den Abb. 12—16 ist das Bewegungsverhalten von Bivalenten in 
Weg-Zeit-Diagrammen dargestellt. Das in Abb. 12 wiedergegebene Bi- 
valent wanderte, stets in der Aquatorialregion bleibend, mit wechselnder 
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Geschwindigkeit zwiscuen den Polen hin und her. Es anderte im Laufe 
der Prometaphase zehnmal die Wanderungsrichtung, ohne daB sich 
dabei die Kinetochoren umorientierten. Seine Geschwindigkeit blieb 
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Abb. 11. Verhalten eines bichiasmatischen Trivalents. Das zunichst V-férmige Tri- 

valent verhilt sich wie das der Abb. 6. Von der 50. min an richtet sich ein Partner senk- 

recht zur Spindelachse aus. Dieser Partner blieb in der Anaphase zundchst im Aquator 

liegen und wurde erst, nachdem die iibrigen Paarungspartner die Pole erreicht hatten, in 

die Nahe einer Tochterplatte verlagert. Sobald sich der terminale Partner senkrecht zur 

Spindelachse ausgerichtet hatte, begann das ganze Trivalent in Richtung auf den Aquator 
zu wandern. Zeichenerklirung siehe Abb. 5; Einzelheiten vgl. Text 


stets deutlich unter 1 u/min; hohe Geschwindigkeiten, wie sie fiir Kineto- 
choren nach Umorientierung charakteristisch sind, wurden nicht er- 
reicht. Der Kinetochor-Kinetochor-Abstand im Bivalent schwankte um 
4 w; er war kurz vor dem Einsetzen der Anaphase und unmittelbar nach 
der Spindelbildung am kleinsten. Im Verlaufe der Prometaphase wurde 
das Bivalent nur geringfiigig gestreckt. In der 69. min trennten sich 
die Dyaden. Ihr Polabstand war bei Beginn der Anaphase etwas ver- 
schieden. Diejenige, welche einen gréBeren Polabstand hatte, wanderte 
mit 0,8y4/min, die andere erreichte nur eine Geschwindigkeit von 
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0,6 u/min. Die Positionsbestimmung der Dyaden in Polnahe war infolge 
der Zusammendrangung der Chromosomen an den Polen und der teil- 
weisen Uberdeckung durch die in der spiten Anaphase in den Spindel- 
raum eindringenden Mitochondrien ungenau und wurde daher unterlassen. 

Die Bivalente beschrankten sich bei ihrer Prometaphasewanderung 
aber keineswegs auf unregelmaBige Bewegungen in der Aquatornahe. 
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Abb. 12. Verhalten eines Bivalents und eines univalenten X-Chromosoms. Auf der 
Abszisse ist die Zeit in Minuten, auf der Ordinate die Entfernung der Pole und der Kineto- 
choren vom Aquator in u abgetragen. Die mittleren Positionen der Bivalent-Kinetochoren 
(Kreise und Punkte) sind durch ausgezogene Kurven, die des X-Kinetochors (Kreise) 
durch eine gestrichelte Kurve verbunden. Das Bivalent fiihrt unregelm&Bige und langsame 
Bewegungen in der Aquatornihe aus. Das univalente X-Chromosom wandert in der 
friihen Prometaphase in die Nahe eines Pols. Von einem voriibergehenden Abriicken von 
in der 20. bis zur 30. min abgesehen, blieb es bis zur Telophase dort. Es orientierte sich 

nicht um; seine Lingsachse blieb parallel zur Spindelachse ausgerichtet. 

Hinzelheiten vgl. Text , 





In Abb. 13 ist das Weg-Zeit-Diagramm eines Bivalents dargestellt, das 
in den ersten 2 min der Prometaphase sehr schnell (ein Kinetochor mit 
1,5 u/min) in Richtung auf den oberen Pol wanderte. Wahrscheinlich 
war zunachst nur der auf den oberen Pol gerichtete Kinetochor orien- 
tiert; diese Annahme wird auch durch die Gestalt des Bivalents nahe- 
gelegt. In der 2. min erfolgte dann die Ausrichtung beider Kinetochoren 
auf Gegenpole, anschlieBend wanderte das Bivalent zuriick in den 
Aquator. Seine Geschwindigkeit betrug etwa 0,4 u/min und lag somit 
im Bereich der fiir Autosomen typischen Geschwindigkeit (s. 8. 151). 
Von der 10. min an wanderte es langsam in Richtung auf den oberen 
Pol. Mit. Beginn der 22. min bewegte sich zunachst nur der zum unteren 
Pol gerichtete Kinetochor mit nahezu gleichmaBiger Geschwindigkeit 
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von 0,35 u/min in Richtung auf seinen Pol; der zum Gegenpol orien- 
tierte Kinetochor verhielt sich noch weitgehend unabhangig und folgte 
erst von der 30. min an der Bewegung nach. Das Bivalent wurde mit 
dem Einsetzen dieser Bewegung deutlich gestreckt und veranderte 
seine Linge unter dem Einflu8 der antagonistischen Krafte dauernd. 
Die Streckung zeigt an, daB auf beide Kinetochoren weiterhin polwarts 
gerichtete Krafte einwirken. In der 47. min war die Polbewegung ab- 
geschlossen. Der polnahe Kinetochor hatte sich bis auf 2,5 4 seinem 
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Abb. 13. Verhalten eines Bivalents. Das koorientierte Bivalent nahert sich mit geringer 

Geschwindigkeit zwischen der 28. und 48. min sehr weit einem Spindelpol. AnschlieBend 

riickte es wieder etwas von diesem Pol ab, blieb aber bis zum Einsetzen der Anaphase 

deutlich auBerhalb des Aquators liegen. Zeichenerklirung siehe Abb. 12; 
Einzelheiten vgl. Text 


Pol genahert. AnschlieBend, bis zur 58. min, wanderte das Bivalent, 
das noch immer deutlich gestreckt war, in Richtung auf den Aquator 
zuriick; dort verktirzte es sich wieder. Die kurzfristigen Langenver- 
anderungen wurden weniger ausgepragt, und die Bewegung des Bi- 
valents verlangsamte sich. Es nahm eine Position deutlich auferhalb 
des Aquators in der unteren Halbspindel ein. In der 93. min begann 
die Anaphasewanderung. Die von ihrem Pol weiter entfernte Dyade 
bewegte sich anfangs mit 0,8 u/min. Die Geschwindigkeit der zum 
Gegenpol wandernden Dyade ist, da nur wenige MeBpunkte vorliegen, 
nicht sicher bestimmbar, diirfte aber mit etwa 0,5 u/min deutlich 
_ geringer gewesen sein. 

In Abb. 14 ist ein Bivalent wiedergegeben, das bis zur 32. min in 
der Aquatorialregion etwas dem unteren Pol genahert hin und her 
wanderte. Es'wurde gleich zu Beginn der Prometaphase deutlich ge- 
streckt, und auch danach anderte sich seine Lange standig und unregel- 
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maBig. Von der 32. min an bewegte es sich mit der Geschwindigkeit 
von etwa 1 u/min in Richtung auf den unteren Pol. 7 min spater hatte 
es sich diesem auf 2 u genahert; danach begann es mit anfangs 1,5 u/min 
in Gegenrichtung zu wandern. Nach Passieren des Aquators verlang- 
samte sich voriibergehend seine Geschwindigkeit. Beginnend mit der 
54. min bewegte sich der auf den unteren Pol orientierte Kinetochor 
nochmals in Richtung auf seinen Pol. Der zum Gegenpol gerichtete 
Kinetochor folgte weniger weit nach, so daB eine Streckung des Bi- 
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Abb. 14. Verhalten eines Bivalents. Das Bivalent niherte sich, nachdem es mehr als 30 min 

koorientiert in der Nahe des Aquators gelegen hatte, mit extrem hoher Geschwindigkeit 

einem Pol. Beginnend mit der 40. min wanderte es zuriick bis in die andere Halbspindel 

und ordnete sich erst kurz vor Anaphasebeginn in den Aquator ein. Zeichenerklarung 
siehe Abb. 12; Einzelheiten vgl. Text 


valents auf etwas tiber 5 resultierte. In den letzten 20 min naherte 
sich das Bivalent erst dem oberen Pol, danach dem Aquator. Mit diesem 
Beispiel ist der Bewegungsablauf eines Bivalents dargestellt, das zeit- 
weise die schnellsten bei bipolar orientierten Bivalenten tiberhaupt 
festgestellten Bewegungen ausfiihrte. 

In der Abb. 15 ist ein Bivalent dargestellt, das sich in der friihen 
Prometaphase noch nicht zwischen beiden Polen ausgerichtet hatte. Die 
Einordnung begann in der 4. min und war in der 7. min abgeschlossen. 
Im Verlaufe der Einordnung orientierten sich die Kinetochoren unter 
Rotation des ganzen Chromosoms auf die entfernt gelegenen Pole. Nach 
Ausrichtung auf die Gegenpole waren, wie in den vorangegangenen 
Beispielen, die Kinetochoren orientierungsstabil. Bei koorientierten 
Bivalenten wurde Umorientierung niemals beobachtet. Im weiteren 
Verlauf der Prometaphase beschrieb das Bivalent eine unregelmaBige 
Bahn in der Spindel; wie schon in den vorangegangenen Beispielen 
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Abb. 15. Verhalten eines Bivalents. In der friihen Prometaphase orientierten sich die 
Kinetochoren auf die jeweils weiter entfernten Pole. Danach fiihrte das Bivalent unregel- 
maBige Bewegungen aus, ohne sich immer genauer in den Aquator einzuordnen. 
Zeichenerklérung siehe Abb. 12; Einzelheiten vgl. Text 
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Abb. 16. Verhalten eines Bivalents. Das Bivalent orientierte sich mit beiden Kinetochoren 
auf den unteren Pol. Wahrend der 17. min orientierten sich beide Kinetochoren gleich- 
zeitig um. Das immer noch monopolar orientierte Bivalent wanderte anschlieBend mit 
groBer Geschwindigkeit zum oberen Spindelpol. Dort blieb es liegen, bis sich in der 
46. min ein Kinetochor umorientierte. Das nunmehr koorientierte Bivalent wanderte nun 
in den Aquator und fiihrte dort die fiir bipolar orientierte Bivalente typischen, unregel- 
m&Bigen Bewegungen aus. Zeichenerkléirung siehe Abb. 12; Einzelheiten vgl. Text 
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erfolgte keineswegs eine stetig genauer werdende Einordnung in den 
Aquator. Von der 25. min an bewegte es sich mit der anfanglichen 
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Geschwindigkeit von 1 ~/min aus dem Aquator heraus in Richtung auf 
einen Pol. Etwa halbwegs zwischen Aquator und Pol }hrte es um. 
erreichte aber auf seiner unregelmaBigen Bahn nie mehr seine dem 
Aquator stark genaherte Ausgangsposition. In der 69. min setzte die 
Anaphase ein. Die von ihrem Pol weiter entfernte Dyade wanderte 
mit etwa 1 u/min; sie war somit sehr viel schneller als die ihrem Pol 
stark genaiherte Dyade, welche eine Anaphasegeschwindigkeit von 
0,3 u/min hatte. 


Viele ahnliche Falle zeigen, daB sich die Bivalente nicht automatisch 
mit der Spindelbildung bipolar orientieren. Es kann oft nicht ent- 
schieden werden, ob beide Kinetochoren anfangs zum gleichen Pol 
orientiert sind oder ob ein Kinetochor zunachst unorientiert geblieben 
ist. Beide Méglichkeiten kommen vor. Meist erfolgt die bipolare Orien- 
tierung in den ersten 12 min der Prometaphase, selten spater. Ein Aus- 
nahmefall mit extrem spater bipolarer Einordnung ist in der Abb. 16 
dargestellt. Wahrend der ersten 17 min waren beide Dyaden auf den 
unteren Pol orientiert, danach orientierten sich die Kinetochoren beider 
Dyaden auf den in der Darstellung oberen Pol um. Als Folge seiner 
monopolaren Orientierung wanderte das Bivalent mit einer Geschwindig- 
keit von 1,7 4/min in Richtung auf den oberen Pol. In der 26. min 
wurde maximale Polnahe erreicht. Danach blieb es 20 min lang liegen, 
und erst, nachdem sich in der 46. min ein Kinetochor auf den unteren 
Pol umorientiert hatte, wanderte das Bivalent mit einer Geschwindig- 
keit von anfangs 1,5 4/min zum Aquator. Der nunmehr allein zum oberen 
Pol orientierte Kinetochor folgte langsamer nach, und das. Bivalent 
wurde gestreckt. Nachdem Koorientierung eingetreten war, folgten 
Bewegungsabliaufe, die den bisher beschriebenen ahneln. 


3. Univalente (X-Chromosomen ) 


Kin erstes Beispiel gibt die Abb. 17. Das X-Chromosom wanderte 
zunachst in Richtung auf den in der Darstellung unteren Pol. Von der 
2. min an war es zweifellos orientiert und bewegte sich anfangs langsam, 
spater mit einer Geschwindigkeit von etwa 2,5 u/min zum oberen Pol. 
In der 13. min orientierte sich das X-Chromosom in Polnihe um und 
durchwanderte anschlieBend fast die ganze Spindel mit einer mittleren 
Geschwindigkeit von etwas mehr als 2 u/min. Erst in der Nahe des 
unteren Pols verlangsamte sich seine Wanderung. Schon in der 30. min 
orientierte es sich abermals zum oberen Pol um und durchwanderte 
wiederum fast die ganze Spindel. Die 19,64 lange Strecke legte es in 
9 min zuriick, das entspricht einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 
etwa 2,2 u/min. Bei einem Abstand von etwa 2 4 vom oberen Spindel- 
pol orientierte sich das X-Chromosom erneut um und wanderte abermals 
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mit einer mittleren Geschwindigkeit von etwa 2 aus der Nachbar- 
schaft des einen in die Nahe des anderen Pols. In der 49. min erfolgte 
nochmals Umorientierung, anschlieBend wanderte das X mit einer 
Geschwindigkeit von fast 3/min in Richtung auf den oberen Pol. 
Diesem naherte es sich aber nur auf etwa 8,5 uw; danach ordnete es sich 
zunachst schnell (1,2 4/min), dann langsamer werdend (0,1 4/min), in 
den Aquator ein. Beim Einsetzen dieser Bewegung richtete sich das 
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Abb. 17. Verhalten eines univalenten X-Chromosonis. 
viermal um, und zwar in der 13., 30., 39. und 49. min. Nach jeder Umorientierung wanderte 


Das Univalent orientierte sich 


es mit groBer Geschwindigkeit in die Nahe des Pols, auf den es orientiert war. In der 

55. min richtete es sich mit seiner Langsachse senkrecht zur Spindelachse aus und begab 

sich in den Aquator. Dort blieb es liegen; erst nachdem alle parallel zur Spindelachse 

ausgerichteten Chromosomen ihre anaphasische Polwanderung abgeschlossen hatten, 
wurde es vertcilt. Zeichenerklarung siche Abb. 12; Einzelheiten vgl. Text 


X senkrecht zur Spindelachse aus. Kurz nach Anaphasebeginn in der 
72. min verlagerte es sich sehr langsam und nur ein ganz kleines Stiick 
aus dem Aquator heraus in die obere Halbspindel. Wahrend die Dyaden 
zu den Polen wanderten, die sie zwischen der 78. und 80. min erreichten, 
blieb das X-Chromosom etwa 1 u vom Aquator entfernt liegen. Erst 
von der 92.min an bewegte es sich mit langsam zunehmender Ge- 
schwindigkeit in Richtung auf den oberen Pol. 

Die Anaphasewanderung des X setzt nicht nur spater ein als die der 
parallel zur Spindelachse ausgerichteten Bivalent- oder Trivalentdyaden, 
sondern sie unterscheidet sich auch erheblich durch die viel geringere 
Geschwindigkeit. Der deutlichste Unterschied aber ist der: Es wandern 
nicht die Kinetochoren voran, sondern die Schenkel der X-Chromo- 
somen klappen in Richtung auf die Pole um und fiihren die Bewegung 
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an, die Kinetochoren hinken nach. Die Verfolgung der Geschlechts- 
chromosomen ist in der spéten Anaphase oft nicht méglich, da sie von 
den in den Spindelraum eindringenden Mitochondrien teilweise ver- 
deckt werden. Fast immer wandern sie nicht bis ganz zu den in Pol- 
nihe liegenden Chromosomengruppen, sondern stellen oft noch weit 
von den Polen entfernt ihre Wanderung ein. Von den tibrigen Chromo- 
somen separiert sind sie auch noch beim Eintritt in die zweite Reife- 
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Abb. 18. Verhalten eines univalenten X-Chromosoms. Das Univalent orientierte sich in 

der 14., 18., 23., 36., 46. und 49. min der Prometaphase um. Vier Umorientierungen erfolg- 

ten in der Nihe des Aquators. In der 58. min richtete es sich senkrecht zur Spindelachse 

aus und ordnete sich in den Aquator ein. Dabei passierte es nach Einsetzen der Anaphase 

die zu den Polen wandernden Autosomendyaden (Punkte und Kreuze; die iibrigen Zeichen 

wie in Abb. 12). Seine Verteilung erfolgte erst in der spiiten Anaphase. Einzelheiten 
vel. Text 


teilung. Erst zu Beginn der Prometaphase II gliedern sie sich allmahlich 
der Spindel an. 

Die Abb. 18 zeigt, daB sich die Univalente nicht ausschlieBlich in 
Polnaéhe umorientieren. In der dargestellten Spermatocyte I wanderte 
das X in den ersten 4 min in die Nahe des oberen Pols. In den folgenden 
10 min bewegte es sich mit einer Geschwindigkeit von etwa 0,3 u/min 
in Richtung auf den Aquator. Unter Beibehaltung der Wanderungs- 
richtung stieg von der 14. min ab die Geschwindigkeit auf etwa 2,5 u/min 
an. Umorientierung erfolgte in der 18.min bei einem Abstand von 
etwas iiber 74 vom Pol. AnschlieBend wanderte das X mit einer Ge- 
schwindigkeit von etwa 0,8 u/min wieder in Richtung auf den oberen 
Pol. Noch bevor es den Aquator erreicht hatte, erfolgte abermals Um- 
orientierung in der 23. min. Dann wanderte es in 9 min zum unteren 
Pol; in dessen Nahe blieb es nur etwa 4 min, bevor es von der 36. min 
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an wieder zum oberen Pol wanderte. Diese Bewegung wurde in Aquator- 
nahe durch zweimalige Umorientierung und dazwischen liegender Wande- 
rung in Gegenrichtung unterbrochen. Die Geschwindigkeit lag bei 
1 w/min (36.—49. min) bzw. 2,3 u/min (49.—56. min). In der 58. min — 
nur 7 min vor dem Einsetzen der Anaphase — hatte das X mit einem 
Abstand von 2,2 ~ seine maximale Polnahe erreicht. Von diesem Zeit- 
punkt an richtete es sich senkrecht zur Spindelachse aus und wanderte 

















een Me RS | pet ! i Ree BES aes sre Pt 
& 16 a4 32 40 48 56 64 72 80 min 

Abb. 19. Verhalten eines univalenten X-Chromosoms. Das Univalent orientierte sich im 
Verlaufe der Prometaphase dreimal um. Nach jeder Umorientierung wanderte es in die 
Nahe des Pols, auf den es orientiert war. Es blieb parallel zur Spindelachse ausgerichtet 
und lag infolgedessen beim Einsetzen der Anaphase und anschlieBend in der Nahe eines 
Pois. Zeichenerklirung siehe Abb. 12; Einzelheiten vgl. Text 
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anfangs schnell (etwas tiber 1 u/min), spaéter immer langsamer werdend 
in den Aquator. Es blieb schlieBlich von der 72. min an etwa 8 min 
lang 2 4 vom Aquator entfernt in der oberen Halbspindel liegen. Wah- 
rend seiner Einordnungsbewegung in den Aquator wanderte es zwischen 
der 66. und 68. min in gegenlaufiger Richtung an den beiden Autosomen- 
Dyaden vorbei, die sich nach dem Einsetzen der Anaphase auf dem 
Wege zum Pol befanden. Etwa von der 84. min an bewegte es sich 
langsam in Richtung auf den oberen Pol. Zu diesem Zeitpunkt hatten 
die Autosomen-Dyaden ihre Pole bereits erreicht. 


Bei 7’. oleracea ordnet sich in den meisten Spermatocyten das uni- 
valente X-Chromosom im letzten Drittel der Prometaphase in den 
Aquator ein und wandert (vgl. die vorangegangenen Beispiele) erst in 
der spaiten Anaphase in Richtung auf einen Pol. Sie kénnen aber auch 
schon in der Prometaphase zu einem Pol wandern und dort bleiben. So 
entfernte sich das X-Chromosom in Abb. 19 wahrend der ersten 20 min 
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der Prometaphase immer weiter vom Aquator. Von der 22. min an 
wanderte es nach Umorientierung in Richtung auf den oberen Pol. 
Seine Geschwindigkeit betrug anfangs nur 0,5 u/min, spater stieg sie 
auf 24/min an. Von der 38. bis zur 46. min blieb es wohl liegen (vgl. 
FuBnote 1, S. 125). Danach orientierte es sich um und wanderte zum 
Gegenpol. In einem mittleren Abschnitt stieg seine Geschwindigkeit 
auf 2 4/min an. In der 60. min hatte es mit einem Abstand von etwa 
4 4 maximale Polnahe erreicht. Nach erneuter Umorientierung wanderte 
das X mit etwas mehr als 2,5 u/min abermals in Richtung auf den - 
oberen Pol; erst in Polnahe verringerte sich seine Geschwindigkeit etwas. 
Die maximale Polnahe erreichte es in der 73. min, 7 min vor dem Ein- 
setzen der Anaphase (Polabstand héchstens 1 yw). In den folgenden 
Minuten entfernte es sich nochmals geringfiigig vom Pol, naherte sich 
ihm aber alsbald wieder. Als in der 80. min die Autosomen-Dyaden 
ihre Anaphasewanderung begannen, lang es wieder nur wenig mehr 
als 14 vom Pol entfernt. Diese Position behielt es bei. Seine Ver- 
teilung erfolgte also in der Prometaphase und nicht in der Anaphase. 

Das X-Chromosom kann noch friher seinem definitiven Pol zugeteilt 
werden. In einer bereits oben in anderem Zusammenhang besprochenen 
Spermatocyte (Abb. 12) naherte es sich in den ersten 20 min der 
Prometaphase langsam dem unteren Pol. In den folgenden 19 min 
wanderte es mit nur geringer Geschwindigkeit voriibergehend in Rich- 
tung auf den Aquator, kehrte aber lange bevor es diesen erreichte wieder 
um und niherte sich abermals dem Pol. Bereits 30 min vor dem Ein- 
setzen der Anaphase gelangte es wieder in unmittelbare Polnahe; dort 
blieb es bis zum Ende der ersten Reifeteilung liegen (vgl. FuBnote 1, 
8. 125). Univalente, die sich so verhalten, sind wahrend der ganzen 
ersten Reifeteilung mit ihrer Langsachse parallel zur Spindelachse aus- 
gerichtet. 

Das hier fiir das X dargestellte Bewegungsverhalten ist charakter- 
istisch fiir alle Univalente, auch fiir die Y-Chromosomen in den Normal- 
stimmen und fiir gelegentlich auftretende autosomale Univalente. 


II. Variabilitat des Meioseablaufs 


Die Befunde zeigen, da in den einzelnen Spermatocyten I die ge- 
samte Teilung sowie die einzelnen Stadien verschieden schnell ablaufen. 
Auch die Langenveranderungen der Spindel im Verlaufe der Reife- 
teilung sind unterschiedlich. SchlieBlich variiert die Bewegung der 
einzelnen Chromosomen sehr stark. Selbst gleichartige Chromosomen 
verhalten sich innerhalb einer Spermatocyte verschiedenartig. Die 
Abb. 6, 12 und 15 zeigen zusammen den Bewegungsablauf aller Chromo- 
somen einer Spermatocyte I von Prometaphase bis Anaphase. Sowohl 
die Positionen, welche die Chromosomen zu verschiedenen Zeiten in 
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der Spindel einnahmen, wie auch die Geschwindigkeiten, mit denen sie 
sich in die verschiedenen Positionen begaben, variieren. Dabei orien- 
tierte sich in dieser Zelle kein Kinetochor um. Durch Kinetochoren- 
umorientierung und die darauf folgenden, typischen Bewegungsablaufe 
wird die Chromosomenbewegung in anderen Zellen noch mannigfaltiger. 
Auch blieben in dieser Spermatocyte alle Dyaden mit ihrer Langsachse 
parallel zur Spindelachse ausgerichtet; die Partner von Bi- und Multi- 
valenten begannen infolgedessen ihre Polwanderung mit dem Einsetzen 
der Anaphase, sobald sich die Chiasmata gelést hatten, und das Uni- 
valent ging schon in der Prometaphase zu einem Pol. Univalente und, 


wenn auch seltener, Partner von Trivalenten kénnen sich aber auch im . 


Verlauf der spaten Prometaphase senkrecht zur Spindelachse ausrichten ; 
dann begeben sie sich in den Aquator, bleiben wahrend der Polwanderung 
der parallel zur Spindelachse ausgerichteten Dyaden dort liegen und 
wandern erst in der spaten Anaphase in Richtung auf eine Tochterplatte 
nach. Die hier skizzierte Variabilitat des Meioseablaufs wird in den 
folgenden Abschnitten genauer behandelt. 


1. Dauer der Stadien der ersten Reifeteilung 


Die Dauer der Prometaphase-Metaphase ist hinreichend genau be- 
stimmbar. Sie wird durch die Aufl6sung der Kernmembran und die 
anaphasische Trennung der gepaarten Chromosomen zeitlich begrenzt. 
Die mittlere Dauer der Prometaphase-Metaphase betragt 79,7 + 2,0 min. 
Die Streuung ist mit o= + 14,3 min sehr groB. Die kiirzeste Prometa- 
phase-Metaphase dauerte 46 min, die langste 114.min. Die anschlieBende 
Anaphase. beginnt mit einem ersten Zeitabschnitt, in dem die Chromo- 
somen, die parallel zur Spindelachse ausgerichtet geblieben sind, zu 
ihren Polen wandern. Diese Wanderung dauert mindestens 7, meist 
12—16, selten bis zu 20 min!. Kine genauere Bestimmung der Dauer 
dieser Phase ist erschwert, da der Zeitpunkt, zu dem die Chromosomen 
die Pole erreichen, nicht scharf definiert werden kann, und die einzelnen 
Dyaden nacheinander an den Polen ankommen. Die senkrecht zur 
Spindelachse ausgerichteten Chromosomen bleiben wahrend der Pol- 
wanderung der tibrigen Chromosomen, meist sogar wesentlich linger, 
im Aquator liegen. So betragt der Zeitraum zwischen Anaphasebeginn 
und dem Beginn der Wanderung der X-Chromosomen 23,8 + 1,5 min 
(o = +5,9 min); friihestens begann die Wanderung nach 12, spatestens 
nach 36 min. Die Wanderungsdauer selbst betrug im allgemeinen 
12—16 min. DieGesamtdauer der ersten Reifeteilung betragt somit ungefahr 


1 Nur in einigen Spermatocyten dauerte die Wanderung noch linger. Diese 
Fille diirften zu einem Teil Extreme der normalen Variationsbreite darstellen, zu 
einem kleinen Teil aber auch auf Schadigung der iiberlebenden Zellen zuriickzu- 
fiihren sein. 
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2 Std. In Zellen, in denen die Anaphasewanderung der Dyaden nur 
etwa 8 min dauerte, vergingen von der Kernauflésung bis zum Ana- 
phasebeginn im Mittel 75,3 +3,6 min, wahrend in Zellen, in denen die 
Anaphasewanderung der Dyaden 18 min und mehr beanspruchte, die 
Prometaphase im Mittel 86,5-+5,0 min dauerte. Bei P=0,82 (nach 
der t-Methode von FisHER) ist eine eventuelle Korrelation nicht 
gesichert. 


2. Die Formvertnderungen der Spindel 


Die Spindel wachst im Mittel in den ersten 21 min nach der Kern- 
auflésung von ungefahr 14 auf 24. Die Centrosomen, die wahrend 
der spaten Diakinese an oft genau gegeniiberliegenden Stellen der Kern- 
membran aufen anlagen, beginnen sofort oder kurz nach der Kern- 
auflésung auseinanderzuweichen. Sie entfernen sich anfangs mit einer 
Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,6 u/min voneinander, spater ver- 
langsamt sich die Bewegung. Von der 21. min an bleibt im Mittel die 
Spindellaénge nahezu konstant. Unmittelbar vor dem Einsetzen der 
Anaphase betragt die mittlere Spindellainge 24,0+0,lu. Die Varia- 
tionsbreite ist mit o—+0,24u nur gering. Das AusmaB des friih- 
prometaphasischen Spindelwachstums variiert stark. Die Langen- 
zunahme der Spindel betragt wahrend der ersten 6—10 min nach der 
Auflésung der Kernmembran maximal (drei Spermatocyten) 1,2 ~/min, 
minimal 0,4 u/min. Nach dem Wachstum in der friihen Prometaphase 
bleibt die Spindel in vielen Zelleén bis in die Telophase hinein gleich 
lang. Daneben kommen unregelmafige Veranderungen der Spindel- 
lange, Verkiirzung der Spindel bis zur Metaphase wie auch ein fast 
bis zur Metaphase anhaltendes, sehr langsames Spindelwachstum vor. 
Desgleichen kénnen sich die Spindeln in der Anaphase leicht strecken, 
ihre Lange beibehalten oder sich verkiirzen. Eine Korrelation zwischen 
' AusmaB und Geschwindigkeit des friihprometaphasischen Spindel- 
wachstums und Ausmaf und Geschwindigkeit der anaphasischen 
Spindelstreckung ist nicht vorhanden; desgleichen war keine Abhangig- 
keit der Spindelstreckung von der Teilungsdauer oder der Geschwindig- 
keit der Chromosomen in Prometaphase und Anaphase nachweisbar. 


3. Die Geschwindigkeit der Chromosomen 
a) Prometaphase-Metaphase 
Schon die in den Abb. 5—19 dargestellten: Bewegungsablaufe ein- 
zelner Chromosomen lassen erkennen, da die Wanderungsgeschwindig- 
keit der verschiedenen Chromosomentypen abhangig ist von der je- 
weiligen Teilungsphase, der Art des Paarungsverbandes und der Orien- 
tierungsart der Kinetochoren. 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 10 
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Zur Erfassung der Geschwindigkeitsverinderungen mit fortschrei- 
tender Prometaphase wurde in allen Zellen die Periode zwischen Auf- 
lésung der Kernmembran und Beginn der Anaphase in 30 Abschnitte 
unterteilt. Die Dauer eines derartigen Abschnitts betrug entsprechend 
der unterschiedlichen Prometaphasedauer im Mittel 2,7 min und variierte 
zwischen 1,4 und 3,8 min. Danach wurde die Durchschnittsgeschwindig- 
keit jedes Chromosoms in allen Abschnitten bestimmt. Als Geschwindig- 
keit eines Chromosoms wurde ohne Beriicksichtigung der Bewegungs- 
richtung bei den Univalenten die Geschwindigkeit des Kinetochors, 
bei Bivalenten und Trivalenten die mittlere Geschwindigkeit aller 


Kinetochoren gewertet. Sodann wurde die Anzahl der Chromosomen , 


bestimmt, die in entsprechenden Abschnitten der Prometaphase auf 
Geschwindigkeitsklassen von 0,0—0,4; 0,41—0,8 usw. ...4,01—4,4 u/min 
entfallt. Da die Geschwindigkeit der Trivalente nach Umorientierung 
eines Kinetochors sehr hoch ist, wurden die Trivalente, die sich ein- 
oder mehrfach umorientieren, also instabil waren (III;,), und die Tri- 


valente, die sich im Verlaufe der Prometaphase nicht umorientierten, - 


stabil blieben (III,), getrennt behandelt. Eine gesonderte Ermittlung 
der Geschwindigkeiten von Univalenten mit stabiler Orientierung (I,) 
und von Univalenten, die sich umorientierten (I,,) ware grundsatzlich 
ebenfalls angezeigt. Unter den 42 univalenten X-Chromosomen sind 
aber nur zwei, die sich nicht umorientieren (eines davon ist in Abb. 12 
dargestellt). Die Univalente wurden deshalb gemeinsam behandelt; auf 
die Geschwindigkeiten der beiden I, wird im Text eingegangen. Da 
sich die Haufigkeit der Chromosomen pro Geschwindigkeitsklasse im 
Verlaufe der .Prometaphase nur langsam verandert, wurden (abgesehen 
vom 1. und 30. Abschnitt) die Werte von jeweils zwei aufeinander- 
folgenden Prometaphaseabschnitten gemittelt; nur der 1. und 30. Pro- 
metaphaseabschnitt wurden getrennt ausgewertet, weil eine Mittelung 
zur Verfalschung der Ausgangs- und Endsituation fiihren kann. Die 
Anzahl der Chromosomen pro Geschwindigkeitsklasse wurde in Prozent 
angegeben. Das Ergebnis der Berechnung ist in Abb. 20 wiedergegeben. 

AuBerdem wurden die Geschwindigkeiten der verschiedenen Chromo- 
somentypen in den einzelnen Prometaphaseabschnitten gemittelt. Die 
mittleren Geschwindigkeiten v sind in Tabelle 2 zusammengestellt; sie 
lassen zwar die Variationsbreite nicht mehr erkennen, geben aber ein 
iibersichtlicheres Bild von den Veranderungen der Durchschnitts- 
geschwindigkeit im Verlaufe der Prometaphase. 

Die Abb. 20 zeigt, daB die Verteilung der Chromosomen auf ver- 
schiedene Geschwindigkeitsklassen bei allen Chromosomentypen und 
wahrend der ganzen Prometaphase asymmetrisch ist. Die mittleren 
Geschwindigkeiten (vgl. Tabelle 2) fallen oft nicht in die am starksten 
besetzten Geschwindigkeitsklassen. 
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Trivalente. — Unmittelbar nach der Kernauflésung bei einer mitt- 


leren Geschwindigkeit von v, = 0,57 u/min fallen 48% der II 


I, in die 


Geschwindigkeitsklasse von 0,4—0,8u/min. Im 2. und 3. Prometa- 
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Tabelle 2. Mittlere Geschwindigkeiten (v) der Trivalente, die sich nicht umorientieren 
(III) n = 23, der Trivalente, die sich umorientieren (III;,) n = 29, der Bivalente 
(II) n = 100 und der Univalente (I) n = 42 im Verlaufe der Prometaphase 
Geschwindigkeitsangaben in u/min 





Prometaphaseabschnitte 
1 243 | 445 | 6+7 | 8+9 | 10 +11 | 12 +13 14 +15 








Ils 0,57 0,34 | 0,46 | 0,50 | 0,38 | 0,33 | 0,32 | 0,33 
Ili; | 0,58 0,42 | 0,46 | 0,51 | 0,39 | 0,50 | 0,53 | 0,52 

IL 0,50 | 0,36 | 0,37 | 0,43 | 0,43 | 0,42 | 0,41 | 0,37 
I 0,76 | 0,47 | 0,65 | 084 | 1,17 | 1,16 | 1,36 | 1,06 


Prometaphaseabschnitte 








16 +17} 18+19 | 20+21 | 22+23 | 24425 | 26+27 | 28 +29 30 





Ill; 0,31 0,34 0,33 0,25 0,28 0,29 0,25 0,32 
ITTis 0,43 0,44 0,36 0,38 0,38 0,39 0,29 0,34 
II 0,37 0,36 0,30 0,30 0,26 0,29 0,26 0,30 
I 1,09 1,13 1,12 0,93 0,93 0,69 0,49 0,33 


























phaseabschnitt, wahrend des friihprometaphasischen Minimums der 
Durchschnittsgeschwindigkeit mit 0,34 u4/min, bewegen sich 61% mit 
Geschwindigkeiten zwischen 0,0 und 0,4 u/min. Nur 11% entfallen auf 
die Klasse 0,81—1,2 u/min. In den folgenden Prometaphaseabschnitten 
nimmt die Anzahl der schnell wandernden IIT, wieder zu. Im 6. und 
7. Abschnitt bewegen sich 41% mit einer Geschwindigkeit von 0,41 bis 
0,8 u/min und 11% mit Geschwindigkeiten zwischen 0,81 und 1,2 4/min. 
Die mittlere Geschwindigkeit durchlauft wahrend dieser Zeit das friih- 
prometaphasische Maximum mit v,,,=0,50 u/min, sie fallt also nicht 
in die Klasse gréBter Haufigkeit. Vielmehr bewegen sich auch wahrend 
dieser Zeit die meisten III, mit Geschwindigkeiten zwischen 0,0 und 
0,4 u/min. In den folgenden Prometaphaseabschnitten nimmt die An- 
zahl der IIT, in der niedrigsten Geschwindigkeitsklasse zu. Im 12. und 13. 
Abschnitt entfallen 78% auf diese Klasse. Die restlichen 22% bewegen 
sich, mit Geschwindigkeiten zwischen 0,4 und 0,8 4/min. Die mittlere 
Geschwindigkeit betragt wahrend dieser Zeit 0,32 u/min. In einem 
mittleren Prometaphaseabschnitt wandern einzelne Chromosomen mit 
Geschwindigkeiten bis zu 1,6 ~/min, ohne daB die mittlere Geschwindig- 
keit v sich wesentlich erhéht. Im letzten Prometaphaseviertel werden 
Geschwindigkeiten tiber 0,8 u/min nicht mehr erreicht, die mittlere 
Geschwindigkeit schwankt um 0,26 «/min. Die geringfiigige Geschwindig- 
keitserhdhung im letzten Prometaphaseabschnitt v3) =0,32 u/min ist 
darauf zuriickzufiihren, daB in einigen Zellen bereits die Anaphase ein- 
setzt. Als Kriterium des Anaphasebeginns war die sichtbare Trennung 
der Paarungspartner herangezogen worden. Gelegentlich setzen die 
anaphasischen Zugkrafte etwas friiher ein. 
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In der Abb. 20a sind alle orientierungsstabilen Trivalente zusammen- 
gefaBt worden. Aber schon die Einzeldarstellungen zeigen ebenso wie das 
Diagramm der Verteilung der Chromosomen in der Spindel (Abb. 22; 
S. 161), daB sich die stabférmigen Trivalente im Bewegungsverhalten 
deutlich von den V- und Q-férmigen Trivalenten unterscheiden. In der 
Tabelle 3 sind deshalb die Haufigkeiten zusammengestellt, mit denen 
V- bzw. Q-férmige einerseits und stabférmige Trivalente andererseits 


Tabelle 3. Prozentsatz der V- bzw. Q-férmigen (normale Ziffern) und Prozentsatz 
der stabformigen (kursive Ziffern) Trivalenie pro Geschwindigkeitsklasse 





Prometaphaseabschnitte 


2+3 4+5 6+7 8+9 10 +11 12+13 14+15 





#/min 








0,0—0,4 }25 46|71 77|50 59|50 45,5|}58 59| 67 73|75 82)|75 64 
0,41—0,8 [58 36|21 23|33 27|42 45,5|42 32] 33 27125 18)|25 26 



































0,81—1,2 }17 18} 8 —|13 14) 8 9 |j— 9}— —|]— —)]— 5 
1,21—1,6 |[— —|— —] 4 —|— — f— |} — |S = = 
Prometaphaseabschnitte 
#/min 
16 +17/18 +19/20+21] 22+23 |24+25| 26+427 28 + 29 30 

0,0—0,4 |87 68|83 59|100 50|96 72 |96 77| 92 64|]92 73|92 45 
0,41—0,8 }13 27/17 41|— 45| 4 23 | 4 23) 8 386] 8 27| 8 55 
0381—12/— s|— —|— S|/— S§]/——|— —|— —]—-— — 
121—1,6]— —|— —|— —J— es Sf ee ee 


in die vorkommenden Geschwindigkeitsklassen fallen. Es zeigt sich, 
daf im 4. und 5. Prometaphaseabschnitt die Q- und V-formigen Trivalente 
sich etwas schneller bewegen als die stabférmigen Trivalente. Die héhere 
mittlere Geschwindigkeit wird dadurch bedingt, daB in diesem Zeitraum 
die Q- und V-formigen Trivalente zu dem Pol wandern, zu dem zwei 
Kinetochoren orientiert sind, waihrend die stabf6rmigen Trivalente nur 
unregelmaBige Bewegungen ausfiihren. Die Tabelle zeigt weiter, dab 
vom 8. Prometaphaseabschnitt an keines der Q- bzw. V-férmigen Tri- 
valente mit einer Geschwindigkeit tiber 0,8 u/min wandert. Sie liegen 
von diesem Zeitpunkt an in der Nahe eines Pols und fiihren héchstens 
geringfiigige Bewegungen aus. Die stabférmigen Trivalente erreichen 
dagegen gelegentlich héhere Geschwindigkeiten. 

Bei den instabilen Trivalenten (III,,) fallen unmittelbar nach der 
Kernauflésung bei einer mittleren Geschwindigkeit von 0,58 4/min eben- 
falls die meisten Chromosomen in die Klasse 0,41—0,8 u/min (Abb. 20b). 
Danach im 2. und 3. Abschnitt, also wihrend des friihprometaphasischen 
Minimums der Durchschnittsgeschwindigkeit mit v, , = 0,42 «/min, ent- 
fallen wieder 64° auf die niedrigste Geschwindigkeitsklasse. Keines 
bewegt sich schneller als 1,2 4/min. Wahrend eines ersten Geschwindig- 
keitsmaximums im Bereiche des 6. und 7. Prometaphaseabschnittes mit 
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V6 47=0,51 erhéht sich die Anzahl schnell wandernder Chromosomen 
erheblich. Im 4. und 5. Abschnitt entfallen 53% auf die Geschwindig- 
keitsklasse 0,4—0,8 u/min und 5% auf Geschwindigkeiten tiber 0,8 4/min. 
Das schnellste bewegte sich mit 1,24 4/min. Im 6. und 7. Abschnitt ist die 
Klasse niedrigster Geschwindigkeit schon wieder am starksten besetzt; 
88% bewegen sich mit Geschwindigkeiten bis 0,8 u/min. Danach nimmt 
die mittlere Geschwindigkeit deutlich ab; sie durchliuft im 8. und 9. Pro- 
metaphaseabschnitt erneut ein Minimum mit 2%,,,=0,39u/min. In 
dieser Zeit wandern 92% der Chromosomen mit Geschwindigkeiten bis 
zu 0,8 u/min. Bis zu diesem Zeitpunkt ahneln sich die zeitabhangigen 
Geschwindigkeitsverinderungen der III, und der III;,, anschlieBend 
erhoht sich aber die mittlere Geschwindigkeit der III;, erneut. Das 
Verteilungsdiagramm zeigt, daB das neue Maximum mit Werten um 
0,51 u/min durch eine generelle Erhdhung der Geschwindigkeit wie durch 
das Auftreten einiger sehr schnell wandernder Chromosomen verursacht 
ist. Auf die Geschwindigkeitsklasse von 0—0,4 u/min entfallen aber 
nach wie vor die meisten Chromosomen. Das zweite Prometaphase- 
maximum war bei den III, ausgeblieben. Auch wurden Geschwindig- 
keiten tiber 1,6 4/min von ihnen nicht erreicht. In der letzten Prometa- 
phasehalfte entfallen immer mehr III;, auf die niedrigste Geschwindig- 
keitsklasse. Gegen Ende der Prometaphase ahneln sich wieder die 
mittleren Geschwindigkeiten, wie die Verteilungsdiagramme der III, 
und der III;, zeigen. 

Das zweite Prometaphasemaximum bei den III;, wird offensichtlich 
durch die schnellen Bewegungen hervorgerufen, die der Umorientierung 
von Kinetochoren regelmaBig folgen. Die Einzeldarstellungen haben 
gezeigt, da zundchst nur der umorientierte Kinetochor mit groBer 
Geschwindigkeit wandert, und da sich die Geschwindigkeit der beiden 
anderen Kinetochorenpaare erst dann erhdht, wenn der Zug des um- 
_ orientierten Kinetochors durch oft sogar deutlich gestreckte Chromo- 
somenabschnitte auf sie tibertragen wird. In der Tabelle 4 sind die 
Geschwindigkeiten von Trivalentkinetochoren nach Umorientierung 
wiedergegeben. 


Tabelle 4. Geschwindigkeit der Trivalentkinetochoren nach Umorientierung 

Die Bestimmung erfolgte in dem Zeitabschnitt, in dem sich der umorientierte 
Kinetochor anscheinend noch unabhangig von den beiden anderen bewegte. Die 
Anzahl der autosomalen Kinetochoren wurde in Klammern hinter die Gesamtzahl 
gesetzt 





Ge- 
schwin- 
digkeit 

in u/min 


0,4—0,8 | 0,8—1,2 








ies 2,0—2,4 | 2,4—2,8 | 2,8—3,2 | 3,2—3,6 














n | 2 (1) | 5 (1) | 102) | 4 (1) | 1 (1) ! 4 (0) | 3 (0) | 2 (0) 
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Die Geschwindigkeit der Kinetochoren nach Umorientierung variiert 
in einem sehr weiten Bereich: Die langsamste Bewegung fallt in die 
Klasse von 0,4—0,8 u/min, die schnellste in die von 3,2—3,6 u/min. 
Kine Haufung tritt in der Klasse 1,2—1,6 auf. Die Werte liegen weit 
tiber den Geschwindigkeiten fiir die Trivalente; diese sind ja auch durch 
Mittelung der Geschwindigkeiten aller Kinetochoren erhalten worden, 
wahrend hier die Geschwindigkeiten von Kinetochoren wahrend der 
Phase der schnellsten Bewegung angegeben ist. Bei den Univalenten 
treten die durch die Koppelung der Kinetochoren bedingten Komplika- 
tionen nicht auf; auBerdem orientieren sie sich haufiger um, so daB mebr 
MeBwerte zur Verfiigung stehen (s. S. 153). 

Bivalente. — Die mittlere Geschwindigkeit der Bivalente betragt 
unmittelbar nach der Kernauflésung 0,50 u/min (vgl. Tabelle 2). Sie 
fallt danach im 2. und 3. Prometaphaseabschnitt auf 0,36 u/min ab und 
durchlauft zwischen dem 6. und 9. Prometaphaseabschnitt erneut ein Maxi- 
mum mit 0,43 ~/min. Im weiteren Verlauf der Prometaphase verringert 
sich die Durchschnittsgeschwindigkeit dann zunehmend und betragt im 
28. und 29. Abschnitt nur noch 0,26 u/min. Der Anstieg im letzten Ab- 
schnitt ist wiederum durch anaphasische Zugkrafte vorgetéuscht. Ab- 
gesehen von dem Zeitabschnitt unmittelbar nach der Kernauflésung 
fallen die meisten Bivalente in die niedrigste Geschwindigkeitsklasse 
(vgl. Abb. 20). Wahrend des friihprometaphasischen Geschwindigkeits- 
maximums zwischen dem 6. und 9. Prometaphaseabschnitt wandert eine 
erhebliche Anzahl mit Geschwindigkeiten zwischen 0,4 und 0,8 u/min. 
Kein Chromosom wandert schneller als 1,6 u/min. In den anschlieBenden 
Prometaphaseabschnitten nimmt die Anzahl der Bivalente, die sich mit 
Geschwindigkeiten zwischen 0,0 und 0,4 u/min bewegen, standig zu. 
Merkwiirdigerweise erreichen aber anfangs einzelne Chromosomen noch 
immer hohe Geschwindigkeiten. Gegen Ende der ersten Prometaphase- 
halfte, zu einer Zeit, waihrend der die mittlere Geschwindigkeit schon 
abzufallen beginnt, wurden mit Geschwindigkeiten bis zu 2,4 u/min die 
schnellsten prometaphasischen Bivalentbewegungen festgestellt. Ein- 
zelne Bivalente bewegen sich also ebenso schnell wie Trivalente nach 
Umorientierung. Erst in der zweiten Prometaphasehalfte verringert sich 
die Anzahl der Bivalente mit hohen Geschwindigkeiten. Im vorletzten 
Abschnitt der Prometaphase fallen 56% in die Geschwindigkeitsbereiche 
von 0,1—0,3 u/min; 18 bzw. 15% liegen in den benachbarten Klassen 
von 0,0—0,1 baw. 0,3—0,4 u/min. Nur 11% bewegen sich mit Geschwin- 
digkeiten von 0,4—0,7 /min. 

In der Abb. 16 war die Bahn eines Bivalents wiedergegeben worden, 
das, monopolar orientiert, in der 17.—26. min (6.—9. Prometaphase- 
abschnitt) mit einer Geschwindigkeit von 1,5—1,7 u/min zu einem Pol 
und dann in der 34.—43. min (15.—18. Prometaphaseabschnitt) nach 
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Umorientierung eines Kinetochors, bipolar orientiert, mit anfangs 
1,5 u/min, spater langsamer, in den Aquator zuriickwanderte. Dieses 
Bivalent ist wegen der erst extrem spaten bipolaren Orientierung — alle 
anderen Bivalente sind spatestens vom 9. Prometaphaseabschnitt an 
koorientiert — in dem Verteilungsdiagramm nicht enthalten. Da offen- 
sichtlich monopolar orientierte Bivalente héhere Geschwindigkeiten er- 
reichen kénnen als bipolar orientierte, wurde gepriift, ob alle schnellen 
Bewegungen von Bivalenten ausgefiihrt wurden, deren Kinetochoren 
nicht koorientiert waren. AuBer dem in Abb. 16 dargestellten Extrem- 
fall fanden sich nur noch fiinf Bivalente, die bis zum 8. Prometaphase- 
abschnitt mit beiden Kinetochorenpaaren auf den gleichen Pol aus- 
gerichtet waren und sich mit Geschwindigkeiten zwischen 0,8 und 
1,6 u/min bewegten. Zwar waren in der friihen Prometaphase (1. bis 
5. Abschnitt) mindestens noch vier weitere Bivalente auch nicht ko- 
orientiert, sie bewegten sich aber dennoch nur mit Geschwindigkeiten 
unter 0,8 u4/min. Dagegen erreichten in der Periode der mittleren Pro- 
metaphase auch solche Bivalente Geschwindigkeiten von mehr als 
1,4 4/min, die auf Grund vorhergegangener Bewegungen sowie auf Grund 
der deutlichen Streckung wihrend der schnellen Wanderung zweifellos 
bipolar orientiert waren. In einem Falle (im 14. Prometaphasenabschnitt) 
wurde sogar eine Geschwindigkeit von 2,2 4/min erreicht. Andere in dem 
Diagramm bericksichtigte Geschwindigkeiten liegen ebenso hoch und 
wurden auch durch zweifellos koorientierte Bivalente erreicht; jedoch 
sind die schnellen Bewegungen kurzfristig; daher ist die Geschwindigkeit 
nur durch wenige MeBpunkte belegt und in der Gréfe nicht gesichert. 

Univalente. — Bei den univalenten X-Chromosomen fallt die mittlere 
Geschwindigkeit schon bald ‘nach der Kernauflésung ebenfalls ab (vgl. 
Tabelle 2). Sie steigt nach dem Minimum von 2, , , = 0,47 u/min wieder 
an underreicht am Ende der 1. Prometaphasehalfte mitv,, . 3 = 1,36 u/min 
ein Maximum wie es in dieser Hohe von Bivalenten und Trivalenten 
nicht erreicht wird. Danach fallt die mittlere Geschwindigkeit erst 
langsam, gegen Ende der Prometaphase dann schnell ab. Unmittelbar 
vor Anaphasebeginn gleicht die mittlere Geschwindigkeit mit V3) = 
0,33 4/min der der anderen Chromosomen. 

Wiederum liegt keine Normalverteilung vor (vgl. Abb. 20d). Wahrend 
des Geschwindigkeitsminimums im 2. und 3. Prometaphaseabschnitt be- 
wegen sich 4% der X-Chromosomen mit Geschwindigkeiten zwischen 
1,6 und 2,4u4/min. Alle anderen haben geringere Geschwindigkeiten. 
Danach wandern einzelne Chromosomen mit fortschreitender Prometa- 
phase immer schneller. Im 2. Prometaphasedrittel werden Geschwindig- 
keiten um 4 y/min erreicht. Dennoch fallen mit Ausnahme des 7. bis 
14. Prometaphaseabschnittes die meisten Univalente in die niedrigste 
Geschwindigkeitsklasse von -0,0—0.4 u/min. Erst in der spaten Pro- 
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metaphase verritigert sich die Anzahl schnellwandernder X-Chromo- 
somen, und im 30. Abschnitt unterscheiden sich die Verteilungskurven 
von Univalenten und Bivalenten nur wenig. 

Die hohen Durchschnittsgeschwindigkeiten der X-Chromosomen re- 
sultieren zumindest zu einem Teil aus den schnellen Bewegungen, die 
regelmaBig auf eine Umorientierung folgen. Die Durchschnittsgeschwin- 
digkeit der X-Chromosomen nach Umorientierung wurde in 136 ein- 
deutigen Fallen bestimmt; sie variierte wieder in einem weiten Bereich, 
und zwar zwischen 1,0 und 4,5 u/min. Der Fehler bei der Bestimmung 
betragt maximal etwa + 0,25 /min; er ist somit klein gegenitiber der 
Gesamtvariation. Als mittlere Geschwindigkeit nach Umorientierung 
ergab sich v, = 2,17 + 0,06 u/min (o= + 0,71 y/min). 

Um genauer zu priifen, ob die Geschwindigkeit nach Umorientierung 
abhangig vom Umorientierungszeitpunkt ist, wurden in jedem Prometa- 
phasedrittel die mittleren Geschwindigkeiten nach Umorientierung ge- 
trennt bestimmt. Die mittlere Geschwindigkeit der X-Chromosomen, 
die sich im 1. Prometaphasedrittel umorientierten, betrug wahrend der 
nachfolgenden Wanderung », = 2,20-+0,13 u/min (n=36), im 2. Pro- 
metaphasedrittel betrug sie v,=2,21+0,08 u/min (n=79), und im 
3. Prometaphasedrittel v, = 1,94-+0,12 u/min (n=21). Die mittleren 
Geschwindigkeiten nach Umorientierung stimmen im 1. und 2. Prometa- 
phasedrittel gut iiberein, mit P= 0,065 bleiben auch die Unterschiede 
der mittleren Geschwindigkeiten im 2. und 3. Prometaphasedrittel gerade 
noch im Bereich zufalliger Stichprobenfehler. Die Streuung nimmt im 
Verlaufe der Prometaphase ab; sie betragt im 1., 2. und 3. Prometa- 
phasedrittel o, = + 0,79, o, = 0,71 und o, == 0,55 u/min. Offenbar gelan- 
gen die Chromosomen im Verlaufe der Prometaphase zunehmend unter 

‘einheitlichere Bedingungen. 

Die Geschwindigkeit nach Umorientierung erwies sich als unabhangig 
von der Anzahl der vorangegangenen Umorientierungen. Auch fiinf 
bis sechs kurz aufeinanderfolgende Umorientierungen haben keinen Ein- 
flu8 auf die Geschwindigkeit wahrend der nachfolgenden Wanderung. 
In Anbetracht der in der Anaphase erfolgenden gerichteten Reduktion 
der X-Chromosomen wurde gepriift, ob sich in der Prometaphase die 
Geschwindigkeit bei der Wanderung zu dem Pol, zu dem das X dann in 
der spiten Anaphase geht, von der Wanderungsgeschwindigkeit zum 
Gegenpol unterscheidet. Es zeigte sich, daB die X-Chromosomen bei 
der auf eine Umorientierung folgenden Wanderung zu beiden Polen mit 
im Mittel gleich grofen Geschwindigkeiten wandern. 

Eine weitere Ursache der hohen Durchschnittsgeschwindigkeiten der 
X-Chromosomen beruht auf den verhiltnismaBig ebenfalls hohen Ge- 
schwindigkeiten, mit denen sich die X-Chromosomen in den Aquator 
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einordnen, sobald sie sich mit ihrer Langsachse senkrecht zur Spindel- 
achse ausgerichtet haben. 

Die Einordnungsbewegung in den Aquator stellt ein manchmal durch 
andere Bewegungen tiberlagertes Einpendeln in der Art einer gedampften 
Schwingung dar. Die X-Chromosomen, die aus der Polnihe kommen, 
kénnen zunachst bis zu 34 tiber den Aquator hinweg wandern. Die 
Amplitude verringert sich dann schnell; sehr bald bleiben die X-Chromo- 
somen fast bewegungslos im Aquator liegen. Die anfangliche mittlere 
Geschwindigkeit waihrend der Einpendelbewegung betragt v, = 0,95 + 
0,05 u/min (n= 28). 

b) Anaphase 

In den Weg-Zeit-Diagrammen einzelner Chromosomenbahnen war 
die Anaphasegeschwindigkeit der Dyaden, die zu Anaphasebeginn von 
ihrem Pol weiter entfernt waren, haufig groBer als die ihrer Partner. In 
der Tabelle 5 sind die mittleren Ana- 
phasegeschwindigkeiten von Bivalent- 
dyaden in Abhangigkeit vom Aquator- 
abstand bei Anaphasebeginn wieder- 


Tabelle 5. Mittlere Geschwindigkeit 
der Bivalent-Dyaden in der Ana- 
phase in Abhéngigkeit vom 
Polabstand bei Anaphasebeginn 











Polabstand | yyittlore Ge- gegeben. Die Angaben in den Klas- 
phasbectan | Shwindigkeit | Anzahl sen um 6 und 14m sind wegen der 
Ku v zu geringen Anzahl nicht zuverlassig. 

. ee i Fir gleich groBe Geschwindigkeit 

8 0,70+-0,05 | 25 in der Klasse um 8 w und der um 12 4 

10 0,79+0,04 | 33 ergibt sich ein P=0,03. Es ist somit 

“7 i : wahrscheinlich, dai mit zunehmen- 
Total 0784 0,08 rr dem Polabstand bei Anaphasebeginn 











die Anaphasegeschwindigkeit ansteigt. 

Die Polabstinde der Partner von Trivalenten sind zu Anaphase- 
beginn starker verschieden als die der Bivalentdyaden. Die gemeinsam 
zu einem Pol wandernden Partner solcher Trivalente, die sich im Ver- 
laufe der Prometaphase zufallig nicht umorientiert haben (n= 18), be- 
ginnen ihre Anaphasewanderung bei einem mittleren Polabstand von 
5,lu (Aquatorabstand : +6,9 4) und wandern mit einer mittleren Ge- 
schwindigkeit von 0,49 + 0,05 u/min; die allein zum Gegenpol wandern- 
den (n=9) haben beim Einsetzen der Anaphase einen Polabstand von 
13,7 (Aquatorabstand : —1,7 #) und wandern mit 1,2 + 0,2 u/min. Die 
Abhangigkeit der Anaphasegeschwindigkeit vom Polabstand bei Ana- 
phasebeginn ist bei den Trivalentpartnern mit P = 0,0003 hoch gesichert. 

Der EinfluB vorangegangener Umorientierungen auf die Schnellig- 
keit der Anaphasewanderung wird sich erst nach weiteren Messungen 
bestimmen lassen. Es liegen Anhaltspunkte dafiir vor, da Dyaden, 
deren Kinetochor sich spatprometaphasisch umorientiert hatte und die 
daraufhin sich in beschleunigter Umorientierungswanderung befanden, 
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bei einsetzender Anaphase die Polwanderung mit hoherer als normaler 
Geschwindigkeit durchfiihren. 

Die Anaphasegeschwindigkeit der nachwandernden X-Chromosomen 
steigt gewohnlich zunachst nur langsam an, erreicht Maximalwerte zwi- 
schen 0,2 und 0,6 4/min und verringert sich bei Annaherung an die 
Tochterplatten wieder. Die Geschwindigkeit der nachwandernden 
Chromosomen ist also deutlich niedriger als die Geschwindigkeit der 
Chromosomen, die mit dem Einsetzen der Anaphase zu den Polen 
wandern. 


4, Die Position der Chromosomen in der Spindel 


Die Darstellungen der Bewegungsablaufe einzelner Chromosomen 
haben bereits erkennen lassen, daB die morphologisch unterscheidbaren 
Chromosomentypen verschiedene’ und im Verlaufe der Prometaphase 
sich andernde Positionen in der Spindel bevorzugt einnehmen. In der 
Abb. 21 ist die Haufigkeit dargestellt, mit der univalente X-Chromo- 
somen: I (n= 42), Bivalente: II (n= 100) und Trivalente: IIT (n= 52) 
auf Klassen zunehmenden Aquatorabstands entfallen. 

Zur Bestimmung der Chromosomenpositionen wurde in allen Zellen 
die Periode zwischen Auflésung der Kernmembran und Beginn der 
Anaphase wiederum in 30 gleichlange Abschnitte unterteilt. Danach 
wurde am 0., 1. usw. 30. Zeitpunkt die Position aller Chromosomen 
bestimmt. Als Position wurde bei den univalenten Geschlechtschromo-' 
somen der auf die Spindelachse projizierte Abstand des Kinetochors 
vom Aquator gewertet. Bei den Bivalenten wurde die halbe Summe der 
Aquatorbestande der beiden Kinetochoren und bei den Trivalenten die 
halbe Summe der Aquatorabstande der den beiden Polen am starksten 
genaherten Kinetochoren als Positionsangabe gewahlt. Sodann wurde 
aus den Spindellingen (1) der 52 ausgewerteten Zellen fiir jeden der 
31 Zeitpunkte die mittlere Spindellange. I bestimmt. Die tatsiachliche 
Position der Chromosomen wurde durch Multiplikation mit den jeweiligen 
Quotienten I/l auf die der mittleren Spindellange entsprechende Posi- 
tion korrigiert. Durch die Korrektur wurde die Position der Chro- 
mosomen haufig um +0,2 bis 0,3, selten um +0,5 verandert. 
Bei einer mittleren Halbspindellinge von etwa 12, ist die erfolgte 
Korrektur somit nur geringfiigig. Zur Aufstellung des Verteilungs- 
diagramms wurde die Strecke zwischen den Polen in Klassen von 
14 Ausdehnung unterteilt. Die Klasse um den Aquator reichte 
von +0,5 bis —0,5 4. Danach wurde die Anzahl der Chromo- 
somen pro Abstandsklasse festgestellt. Die in entsprechende +- und 
—-Klassen fallenden Werte wurden zusammengefaft. In der Dar- 
stellung erscheinen daher die beiden Halbspindeln um den Aquator 








4X0], [3A UopOY[OZUIG “WsIVM JIOIZWONO YYOIU Yoo Jopo [og woyors[s uNz JoujAeg Udlop ‘MozJUITVATLY, PUN WoIoTeAI_ WOA TaIOyIoJoUry Weuyorezeq 
QTloJq SUUNCG ‘“oPUI[VATIY, JoPOIQUOTIO STUATRYAOA-T[:Z Ul *MZq OPUD[CATY JOPIOIQUOTIOOY UIIOYOOULY WoUYoIIZeq J[L9eJd PYG “Wormieul [losq 
WoUTS YOIMNpP SIOYOOJOUTY WozZOYYUIS WojSoZIOM Wie [Og WLOUTS S[IOMol Sop UOTZISOd Ip 4ST UdJUI[VATLY, PUN UoJUO[VATG Wop Tog *oPUOTBATLL, (777) 
‘aquoyeAtg (JJ) ‘oyuoTeATUy (7) “oseydejouloig Jop pusiyRA [opuldg Jop Ul USMIOSOWOIY, JOp UOT}ISOg Jop PoysisuvyqY oyoryIeZ “IZ “aqyv 




























rl] voponby won punysoy In] vojonby won punjsgy [rt] voyonby wor punjsgy 

R54) * 0 ee ie 6 8 ae Be ENE OC ER ee 
Fee a spite oe Tima Ly |r) Re sar pe sist i, ee {1s 9 4111 _1_4 1 _1 {tit ia RS 
iy eo as 
> 
: ; 02 = 
= t L F = 
S » sf] a 


























Q 
G 
% 
Q 
8 


N 
\ 02 








Hans Baver, Routanp Dietz und Curista ROBBELEN: 























aufeinandergeklappt. Das Ergebnis zeigte, daB, obgleich einzelne Chromo- 
somen ihre Position schnell verandern kénnen, sich die Haufigkeits- 
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maxima nur langsam verschieben. Es wurden daher mit Ausnahme des 
letzten Prometaphaseabschnitts die Werte von jeweils drei benachbarten 
Zeitpunkten gemittelt. Die in der Darstellung gegebenen Verteilungs- 
kurven beruhen (mit Ausnahme der letzten) auf der Auswertung von je 
drei Positionen von 52 Trivalenten, 100 Bivalenten und 42 Univalenten. 

Kurz nach der Kernauflésung liegen die meisten Univalente im 
Gegensatz zu den Bivalenten und Trivalenten 2—3 u vom Aquator ent- 
fernt. Die Lage resultiert aus der peripheren Position, welche das X 
im Diakinesekern einnimmt. Im Normalstamm liegen beide Geschlechts- 
chromosomen nebeneinander, aber ungepaart in der Nahe der Kern- 
membran. Schon gegen Ende des 1. Drittels der Prometaphase befindet 
sich ihre Mehrzahl in der Nahe der Pole. Zu dieser Zeit und wahrend des 
ganzen 2. Prometaphasedrittels ist die Verteilungskurve der X-Chromo- 
somen schief. Wenige X-Chromosomen sind den Polen auf 2—3 yu 
genahert; die meisten haben einen Polabstand von 4—5 uw, was einem 
Aquatorabstand von 7—8 4 entspricht. Die Verteilungskurven fallen 
zu den Polen hin steil, zum Aquator hin flach ab. Nur eine kleine Anzahl 
von Chromosomen befindet sich in Aquatornéhe. Kurz vor Beginn des 
letzten Prometaphasedrittels verlagert sich eine zanehmende Anzahl von 
Univalenten in den Aquator. Die Verteilungskurve wird zweigipfelig, 
ein Haufigkeitsmaximum liegt 44 vom Pol (=8 ~ vom Aquator) ent- 
fernt, das andere, eine Zeit lang gleich groBe liegt im Aquator. In den 
letzten Prometaphaseabschnitten nimmt die Anzahl der polnahen Uni- 
valente weiter ab. In giinstigen Fallen ist zu erkennen, daB die das pol- 
achse parallel zur Spindelachse ausgerichtet sind und daB die Langs- 
achse der X-Chromosomen, die das aquatoriale Maximum bilden, senk- 
recht zur Spindelachse ausgerichtet ist. Unmittelbar vor dem Einsetzen 
der Anaphase existieren zwei getrennte Verteilungskurven. Nur eine 
kleine Gruppe von X-Chromosomen, die sich in einem Abstand von 4—5 yu 
vom Aquator befindet, gehért keiner der Verteilungskurven an. 

Wahrend der Anaphase riicken — soweit das tiberhaupt mdglich 
ist — die polnahen X-Chromosomen noch weiter an ihre Pole heran. Die 
zahlreichen, im Aquator liegenden X-Chromosomen bleiben mindestens 
so lange dort, wie die parallel zur Spindelachse ausgerichteten Dyaden 
zu den Polen wandern. Erst danach werden sie ungeteilt in die Nahe 
einer Tochterplatte verlagert. 

In der Abb. 21b ist die Haufigkeit, mit der die Bivalente im Ver- 
laufe der Prometaphase verschiedene Positionen in der Spindel ein- 
nehmen, dargestellt. 

Die Position eines Bivalents war als der mittlere auf die Spindel- 
achse projizierte Abstand beider Kinetochoren vom Aquator definiert 
worden. Um einen Vergleich des AusmaBes der Polanniherung von 
Univalent-, Bivalent- und Trivalent-Kinetochoren méglich zu machen, 
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ist zu jeder Verteilungskurve die Lage desjenigen Kinetochors an- 
gegeben, das den geringsten Polabstand aufweist. Dicke Pfeile be- 
zeichnen Kinetochoren von Bivalenten, deren Dyaden zweifellos auf 
Gegenpole orientiert sind, diinne Pfeile markieren Kinetochoren von 
Bivalenten, die sich mit beiden Kinetochoren auf den gleichen Pol 
orientiert haben oder bei denen nur ein Kinetochor exakt ausgerichtet 
ist. In beiden Fallen zeigt neben der andersartigen Kinetochoren- 
ausrichtung das Fehlen jeder Prometaphasestreckung an, daB die 
Bivalente noch monopolar orientiert waren. Entsprechend sind in 
Abb. 21¢ die Positionen polnaher Trivalentkinetochoren durch dicke 
Pfeile markiert, wenn die Kinetochoren sich im 2:1-Verhaltnis orientiert 
hatten, wihrend sie durch diinne Pfeile markiert sind, wenn monopolare 
Orientierung vorlag. 

Unmittelbar nach der Kernauflésung liegen die Bivalente um den 
Aquator gehauft (Abb. 21b). In der 1. Prometaphasehalfte verlaBt eine 
groBere Anzahl die Aquatorialregion, aber nur wenige verlagern sich 
bis in die Nahe der Pole. Zu den Polen wandern alle Bivalente, die sich 
mit den Kinetochoren beider Dyaden auf den gleichen Pol orientiert 
haben und alle Bivalente, bei denen eine Dyade zunachst noch unorien- 
tiert geblieben ist. Diese monopolar orientierten Bivalente kehren um, 
sobald sich nach Umorientierung bzw. nach Orientierung der zweiten 
Dyade auf den Gegenpol Koorientierung einstellt. Nur wenige dieser 
Bivalente bleiben lingere Zeit fast ruhig an einem Pol liegen, bei den 
meisten tritt, bald nachdem sie die Pole erreicht haben, manchmal 
sogar schon vorher, Koorientierung ein. Obwohl sich die monopolar 
orientierten Bivalente ausnahmslos so verhalten, weist infolge ihrer 
geringen Anzahl] das Verteilungsdiagramm kein polnahes Haufigkeits- 
maximum auf; es sind héchstens die Frequenzen in Polnaéhe etwas 
hoher, als bei einer Normalverteilung zu erwarten ware. Unter den maxi- 
mal einem Pol genaherten Bivalenten befinden sich solche, die zweifellos 
und schon seit einiger Zeit koorientiert waren. Gar nicht selten, stets aber 
nur kurzfristig, riicken in der friihen und mittleren Prometaphase die 
Kinetochoren von koorientierten Bivalenten ebenso weit an die Pole 
heran, wie es fiir Kinetochoren von Univalenten und monopolar orien- 
tierten Bivalenten typisch ist. Die meisten koorientierten Bivalente 
befinden sich aber auch wahrend der friithen und mittleren Prometa- 
phase im Aquator, nur ist die Verteilungskurve wahrend dieser Zeit 
flach. Im letzten Prometaphasedrittel sammeln sich die inzwischen 
ausnahmslos koorientierten Bivalente im Aquator; entsprechend er- 
reichen die den Polen am starksten genaherten Kinetochoren nicht 
mehr so polnahe Positionen wie die Kinetochoren der univalenten 
X-Chromosomen. 
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Mit Beginn der Anaphase wandern alle Autosomendyaden zu den 
Polen. Im Aquator liegenbleibende Bivalent-Dyaden wurden bei 7’. ole- 
racea nicht gefunden. 

In der Abb. 21c sind die Positionen der Trivalente im Verlaufe der 
Prometaphase dargestellt. Kurz nach der Kernauflésung liegen sie um 
den Aquator gehauft, liegen also nahe der Ausgangsposition. In den 
folgenden Abschnitten, bis zum Ende der 1. Prometaphasehilfte, be- 
finden sich die meisten 6—7 yw von den Polen entfernt, das entspricht 
einem Aquatorabstand von 5—6 yu. Das annadhernd in Halbspindelmitte 
gelegene Maximum ist niedrig, nur wenig mehr als 50% aller Trivalente 
befinden sich weiter als 3,5 4 vom Aquator entfernt. Die anderen Tri- 
valente sind nahezu gleichmaBig in der Aquatorialregion verteilt. In 
der 2, Prometaphasehalfte bilden sich zwei Maxima heraus; das eine 
liegt in der Nahe des Aquators, das andere etwa 5 ps davon entfernt bei 
einem Polabstand von 7 yu. 

In der 1. Prometaphasehalfte nahern sich die Kinetochoren von Tri- 
valenten ebenso weit den Polen wie die Kinetochoren von Bivalenten 
und Univalenten (Pfeile). Die maximal einem Pol genaherten Kineto- 
choren gehéren in der friihen Prometaphase meist zu solchen Trivalenten, 
die noch nicht mit allen Kinetochoren oder die mit allen auf den gleichen 
Pol orientiert sind (diinne Pfeile). In der mittleren Prometaphase 
rucken aber auch Trivalente, die mit zwei Kinetochoren auf einen, mit 
dem dritten auf den Gegenpol orientiert sind, so nahe an einen Pol 
heran, da einer der beiden in gleicher Richtung orientierten Kineto- 
choren nur noch 1—2 yu von seinem Pol entfernt liegt. Im letzten Pro- 
metaphaseabschnitt war der Kinetochor eines Trivalents, von dem in 
der Anaphase zwei Dyaden im Aquator liegen blieben, maximal einem 
Pol genahert (kleiner diinner Pfeil). Der Kinetochor eines Trivalents 
mit 2:1-Orientierung lag jedoch nur wenig weiter vom Pol entfernt. 
Unter den Trivalenten, die in den verschiedenen Abschnitten mit einem 
Kinetochor maximale Polnahe erreichen, befinden sich V-, Q- und 
stabférmige. Auch wird die Extremlage keineswegs nur von Trivalenten 
eingenommen, die nach Umorientierung bis in die unmittelbare Nahe 
des Gegenpols gewandert sind, vielmehr befinden sich unter ihnen auch 
Trivalente, die sich nicht oder lange Zeit nicht umorientiert hatten. 

Mit dem Einsetzen der Anaphase wanderte bei den Q-férmigen Tri- 
valenten etwa nur die Halfte aller Y-Partner zu einem Pol; die anderen 
blieben im Aquator liegen. Die Mehrzahl der autosomalen, den Ringteil 
bildenden Partner der Q-férmigen Trivalente ging zu den Polen. Nur 
eine von 22 Dyaden wanderte nicht. Von den 41 untersuchten, bichias- 
matischen Trivalenten blieben bei 7 eine Dyade, bei 2 zwei Dyaden 
im Aquator liegen. Von diesen insgesamt 11 Partnern bichiasmatischen 
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Trivalente hatten 4 die mittlere und 7 eine auBere Position im Trivalent 
inne; 4 dieser 7 waren autosomale und 3 waren Y-Kinetochoren. Alle 
Trivalentpartner waren also gleich oft betroffen. Im ganzen wiesen 
demnach 14 von 52 Trivalenten (iiber 25%) Dyaden auf, die bei Ana- 
phasebeginn im Aquator liegen blieben, und es wanderten 16 von 
156 Trivalentpartnern bei Anaphasebeginn nicht zu den Polen. Diese, 
in der Anaphase zunaichst im Aquator zuriickbleibenden Trivalent- 
partner verhalten sich weitgehend wie die univalenten X-Chromosomen: 
Sie werden nach Abschlu8 der Polwanderung aller Bivalent- und der 
meisten Trivalentpartner in die Nahe einer Tochterplatte verlagert. 
Wahrend aber die Verteilung der Geschlechtschromosomen fast immer 
zur Disjunktion fiihrt, werden autosomale Univaiente nicht immer auf 
die Gegenpole verteilt. 

Die Verteilungskurven in der Prometaphase und das Verhalten der 
Trivalente in der Anaphase zeigen klar, daB sich die Trivalente nicht 
einheitlich verhalten. Die erhebliche Anzahl von Trivalenten, die 
wahrend der Prometaphase in kein Verteilungsmaximum fallt, resul- 
tiert zumindest teilweise aus der haufigen Stérung bereits eingestellter 
Gleichgewichtslagen durch Umorientierung von Kinetochoren. Nur die 
Trivalente, die sich nicht umorientieren, k6nnen einmal eingenommene 
Gleichgewichtspositionen beibehalten. In der Abb. 22 sind die Posi- 
tionen von V-férmigen (n= 8) und stabformigen Trivalenten (n= 11), 
die sich im Verlaufe der Prometaphase nicht umorientierten, getrennt 
dargestellt. Bei den V-férmigen Trivalenten wurden nur solche aus- 
gewertet, deren exakte Kinetochorenausrichtung und deren deutliche 
Streckung anzeigten, daB sie waihrend der ganzen Prometaphase mit 
zwei Kinetochoren auf einen, mit dem mittleren Kinetochor zum Gegen- 
pol orientiert waren. Die Trivalente wurden so in die Darstellung ein- 
geordnet, daB jeweils die zwei in gleicher Richtung orientierten Kineto- 
choren zum selben Pol der Abbildung weisen.: Obgleich auch bei allen 
beriicksichtigten stabférmigen Trivalenten in der Anaphase ein end- 
standiger und der mittlere Kinetochor zu dem linken Pol der Abbildung, 
der andere endstindige Kinetochor zum Gegenpol wanderte, lassen 
sich wegen der unsicheren Bestimmung der Orientierung des mittleren 
Kinetochors keine Aussagen tiber den Zeitpunkt machen, zu dem sich 
diese Orientierungsart eingestellt hatte. 

Die V-férmigen Trivalente verlagern sich nach der Kernauflésung 
in Richtung auf den Pol, zu dem zwei der drei Kinetochoren orientiert 
sind (Abb. 22a). Nur im 1. Drittel der Prometaphase, in der die Ein- 
stellung in die Gleichgewichtslage erfolgt, befinden sich Trivalente noch 
in Aquatornahe oder sogar in der Halbspindel, die dem Pol zugehort, 
zu dem nur ein Kinetochor orientiert ist. Im 2. und 3. Prometaphase- 
drittel befinden sich alle Trivalente deutlich auBerhalb des Aquators. 


161 


Die Spermatocytenteilungen der Tipuliden. IIT 


Das Verteilungsmaximum liegt bei einem Aquatorabstand von 5p, 


das entspricht einer Polentfernung von 7 yu. In der mittleren Prometa- 
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phase vermégen sich einige Trivalente stérker den Polen zu nahern als 
in der spiten Prometaphase. Die Streuung nimmt zur Metaphase hin ab. 
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In der Abb. 22b kann wegen der zuvor unkontrollierbaren Orien- 
tierung des mittleren Kinetochors nur die spate Prometaphase ein Bild 
von der bevorzugten Position stabférmiger Trivalente mit 2:1-Orien- 
tierung der Kinetochoren reprasentieren. In dieser Periode liegen die 
meisten stabférmigen Trivalente ebenfalls dem Pol genahert, zu dem 
zwei Kinetochoren orientiert sind. Zwar ist die Annaéherung nicht so 
ausgepragt wie bei den Q- und V-formigen Trivalenten, aber eine noch 
weitere Verlagerung zu einem Pol ware meist nur unter Aufgabe der 
stabférmigen Gestalt méglich, denn der Kinetochor, der sich dem Pol, 
auf den zwei Kinetochoren orientiert sind, jeweils am staérksten an- 
nahert, riickt ebenso nahe an seinen Pol heran wie der entsprechende 
bei Q- und V-férmigen Trivalenten. 

In der spiten Prometaphase befinden sich alle Trivalente, von denen 
ein Paarungspartner in der Anaphase liegen bleibt, im Aquator. Die 
liegenbleibenden Dyaden sind bei allen V- und Q-férmigen Trivalenten 
schon in der mittleren bis spiten Prometaphase erkennbar: Sie liegen 
mit ihren. Langsachsen senkrecht zu der Spindelachse; dagegen liegen 
die zu den Polen wandernden Dyaden mit ihren Langsachsen annahernd 
parallel zur Spindelachse. Bei den stabférmigen Trivalenten sind liegen- 
bleibende Partner in der Prometaphase nur dann zu erkennen, wenn sie 
im Trivalent eine endstandige Position einnehmen, nicht aber, wenn sie 
in der Mitte liegen. 

Die Q-férmigen Trivalente, deren Dyaden mit Einsetzen der Ana- 
phase zu den Polen wandern, nehmen die gleichen Positionen ein wie 
die V-férmigen Trivaiente. 

Auf die offensichtlichen Zusammenhinge, die bei den verschiedenen 
Chromosomentypen zwischen der jeweiligen Orientierungsart und der 
bevorzugten Position bestehen, wird im folgenden Kapitel eingegangen. 


5. Orientierung und Umorientierung der Kinetochoren 

Die Orientierung einer Dyade ist meist schon auf Grund ihrer Aus- 
richtung in der Spindel zu erkennen. Bi- und Multivalente nehmen 
durch die Ausrichtung ihrer Paarungspartner eine fiir die jeweilige 
Orientierungsart typische Form an. Auf Grund der Form meist nicht 
erkennbar, ist die Orientierung des mittleren Kinetochors stabformiger 
Trivalente. Durch die vorangegangene Feststellung typischer mittlerer 
Geschwindigkeiten und bevorzugter Positionen sind weitere Kriterien 
erhalten worden, mit deren Hilfe in fast allen Fallen eine sichere Be- 
stimmung der Kinetochorenorientierung méglich ist. 

Univalente. — Die univalenten X-Chromosomen liegen in der Meta- 
phase in einer von zwei méglichen Orientierungsarten vor. Wie in der 
Diskussion (s. 8. 174) naéher dargestellt wird, kénnen die Chromatiden- 
Kinetochoren einer Dyade auf denselben Pol orientiert sein. Diese Orien- 
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ticrungsart wird als syntel bezeichnet (vgl. Abb. 23a, b). Die Chroma- 
tiden-Kinetochoren kénnen aber auf die beiden Gegenpole ausgerichtet 
sein. Diese Orientierungsart wird als amphitel bezeichnet (vgl. Abb. 23¢). 
Im folgenden wird auch von Synorientierung und Amphiorientierung 
gesprochen. Die synorientierten X-Chromosomen liegen infolge dieser 
Orientierung ihrer Kinetochoren mit ihrer Langsachse parallel zur 
Spindelachse ausgerichtet. Da bei 7’. oleracea die Chromosomenfasern 
offenbar von ihrer Bildung in der friihen Prometaphase bis zur Telophase 
kontraktil sind, wandern die synorientierten X-Chromosomen nach 
der Spindelbildung mit vergleichsweise hoher Geschwindigkeit zu einem 


Abb. 23a—ce. Orientierungsarten der Univalente. a und b 
synorientierte Univalente, c amphiorientiertes Univalent. 
Die Univalente sind so angeordnet, als ob sich tuber und 
unter der Abbildung Spindelpole befiinden. Die Orien- 
tierungsarten a und b gehen durch Umorientierung in- 
einander iiber. Im Mittel bleibt jedes Univalent vor 
einer erneuten Umorientierung 20 min lang auf einen 
Pol orientiert. In der friihen und mittleren Prometaphase 
sind alle Univalente synorientiert, im letzten Prometa- 
phasendrittel amphiorientiert sich eine rasch zunehmende 
Anzahl. Beim Einsetzen der Anaphase sind etwa 90 % 
v amphiorientiert. Ubergang von Amphiorientierung zu 
Synorientierung wurde nicht beobachtet 








Spindelpol. Sie bleiben dort liegen, vorausgesetzt, daB sie sich nicht 
umorientieren. Die meisten synorientierten Univalente orientieren sich 
aber mehrmals im Verlaufe der Prometaphase um und geben deshalb 
anschlieBend die polnahe Position immer wieder auf. Tatsachlich be- 
fanden sich die Univalente, bevor Amphiorientierung erfolgte, also in 
der friithen und mittleren Prometaphase, nur dann nicht in Polnahe, 
wenn sie nach vorangegangener Umorientierung gerade auf dem Wege 
von einem zum anderen Pol waren. Entsprechend wanderten unter 
den 42 untersuchten Univalenten zwei, die sich wahrend der ganzen Pro- 
metaphase-Metaphase weder umorientierten noch amphiorientierten, in 
der friihen Prometaphase in die Nahe eines Spindelpols und blieben 
dort bis zur Telophase liegen (eines der beiden X-Chromosomen ist in 
Abb. 12 dargestellt). Die amphiorientierten X-Chromosomen liegen in- 
folge ihrer Orientierungsart mit ihrer Langsachse quer zur Spindelachse 
ausgerichtet (Abb. 23c). Sie wandern anfangs schnell, dann immer 
langsamer werdend, in den Aquator; dort bleiben sie, von gelegentlichen 
Stérungen abgesehen, liegen, weil sie sich im Gleichgewicht zwischen 
gleich starken, antagonistischen Zugkraften (vgl. S. 176) befinden. Die 
Hohe des aquatoriellen Maximums, das sich im Verteilungsdiagramm 21a 
im letzten Prometaphasedrittel bildet, ist geradezu ein MaB fiir die 
kurz vorangegangene Zunahme der Anzahl amphiorientierter X-Chromo- 
Wahrend in der Anaphase die synorientierten Dyaden den 
11* 


somen. 
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Aquator verlassen und zu ihren Polen wandern, bleiben die amphiorien- 
tierten Dyaden im Aquator liegen. Sie befinden sich nach wie vor im 
Gleichgewicht zwischen den antagonistischen Zugkraften. Ihre an- 
schlieBende Verteilung erfolgt durch einen neuen Anaphasemechanis- 
mus. Dieser bewirkt die Bewegung ungeteilter Dyaden in Richtung auf 
eine Tocliterplatte. Bei der Wanderung gehen die Chromosomen- 
schenkel voraus, die Kinetochoren hinken nach, weil sie offenbar auch 
mit demjenigen Pol durch eine Chromosomenfaser verbunden sind, von 
dem sich das Chromosomen entfernt. 
AuBer durch die Ausrichtung und die bevorzugten Positionen unter- 
. scheiden sich die amphiorientierten von den synorientierten Univalenten 
durch eine wichtige Eigenschaft: Es wurde in keinem Falle Umorien- 
tierung eines Univalents festgestellt, nachdem Amphiorientierung ein- 
getreten war. Amphiorientierte Univalente sind orientierungsstabil. 

Aus der Ausrichtung der Univalente in der Spindel sowie aus den 
bevorzugten Positionen ergibt sich, daB bei T. oleracea die univalenten 
X-Chromosomen sich syntel in die Spindel einordnen. Sie verbleiben 
wahrend des gréBten Teiles der Prometaphase in dieser Orientierungs- 
art; erst im letzten Prometaphasedrittel amphiorientiert sich eine 
schnell zunehmende Anzahl von Univalenten. Unmittelbar vor dem 
Einsetzen der Anaphase sind nur noch 14+ 5% synorientiert. 

Die Umorientierung der univalenten X-Chromosomen ist bei direkter 
Beobachtung, besser noch in Zeitrafferfilmen, als eine in 2—4 min 
erfolgende Drehung von 180° des ganzen Chromosoms um seinen Kineto- 
chor zu erkennen. Die in Abstanden von 1 min angefertigten Skizzen 
erfassen somit stets einige Situationen des Drehvorganges. Eine voran- 

‘ gegangene Umorientierung ist auBerdem immer an der schnellen Wande- 
rung feststellbar, die stets und nur nach Umorientierung von den Uni- 
valenten ausgefiihrt wird (s. S. 153). In den 42 untersuchten Spermato- 
cyten variierte die Anzahl der Umorientierungen pro Prometaphase 
zwischen null und sieben. Insgesamt orientierten sich die 42 univalenten 
X-Chromosomen 147mal um; im Mittel erfolgten also 3,5 Umorientie- 
rungen pro Prometaphase. 

Die Umorientierungen ereigneten sich bevorzugt in der Nahe der 
Pole. Uber die auBerdem bestehende Abhangigkeit der Umorientie- 
rungshaufigkeit vom Prometaphasezeitpunkt informiert die Tabelle 6. 
In der Spalte a ist die Anzahl von Umorientierungen in zehn gleich 
langen Abschnitten der Prometaphas-Metaphase wiedergegeben. Die 
Anzahl der Umorientierungen steigt in der friihen Prometaphase signi- 
fikant an, sie bleibt in der mittleren Prometaphase konstant oder ver- 
ringert sich etwas und fallt in der spaéten Prometaphase stark ab. Die 
geringere Anzahl der Umorientierungen in der. ganz friihen Prometa- 
phase erklairt sich wohl allein dadurch, daB vor dem Einsetzen der 








Die Spermatocytenteilungen der Tipuliden. III 165 


Tabelle 6. Anzahl der Umorientierungen in 10 gleichlangen Zeitabschnitten der Pro- 
metaphase bet univalenten X-Chromosomen und bet bichiasmatischen Trivalenten 




















Univalente Trivalente 
b) Zu erwartende d) Beobachtete 
Prometa- a) Beobachtete Umorientierungen c) Beobachtete Umorientierungen 
phaseab- | Umorientierungen der Umorientierungen der 
sehnitte aller Univalente synorientierten aller Trivalente synorientierten 
Univalente Trivalente 
n % n % n % n % 
1 2 1,2+0,9 2/11 +0,8 3 7,3+0,4 1 3,6 + 3,4 
2 12} 8,0+2,3 1l 6,8+1,9 6 | 14,6+5,6 2 7,1+4,8 
3 27} 18,2+ 3,2 27 | 15,3+2,7 5 | 12,2+5,2 3 | 10,8+5,8 
+ 24 | 16,2+3,1 24 | 13,6+2,6 6 | 14,7+5,6 4 | 14,2+6,5 
5 22} 14,8+2,9 | 22] 12,4+5,9 7 | 17,1+5,9 5 | 17,9+7,1 
6 22] 14,8+ 2,9 22) 12,44+2,5 6 | 14,7+5,6 5 | 17,9+7,1 
% 21] 15,5+3,0} 21) 11,9+2,4 + 9,7+4,6 4 | 14,2+6,5 
8 15 | 10,8+ 2,5 20 | 11,8+2,4 2 4,9 + 3,2 2 7,1+4,8 
9 2} 1,2+0,9 17| 9,6+2,2 1 2,4+ 2,4 1 3,6 + 3,4 
10 0 — 10 5,6+1,7 1 2,4+ 2,4 1 3,6 + 3,4 
Total | 147 177 4] 28 


























Umorientierungen eine gewisse Zeit vergeht, in der sich die Chromo- 
somen erst orientieren und anschlieBend in die Nahe eines Pols wandern, 
wo Umorientierungen ja bevorzugt erfolgen. Bei der Beurteilung der 
Abnahme der Anzahl der Umorientierungen in der spaéten Prometa- 
phase muB beriicksichtigt werden, daB sich im letzten Prometaphase- 
drittel eine schnell zunehmende Anzahl von Univalenten amphiorien- 
tiert und amphiorientierte Univalente orientierungsstabil sind. Eine 
Priifung, ob die Abnahme der Umorientierungshaufigkeit in der spaten 
Prometaphase allein auf der zunehmenden Anzahl amphiorientierter 
Univalente beruht, ist méglich, da sich aus den Daten der bevorzugten 
Positionen (Abb. 21a) der jeweilige Prozentsatz der synorientierten und 
somit zur Umorientierung befahigten Univalente abschatzen lat. Dar- 
aus laBt sich die Anzahl der Umorientierungen errechnen, die bei der 
sich verringernden Haufigkeit synorientierter Univalente unter der Vor- 
aussetzung zu erwarten ist, daf die Umorientierungshaufigkeit im 2. 
und 3. Prometaphasedrittel konstant bleibt und der mittleren Um- 
orientierungshaufigkeit wahrend des 4.—6. Prometaphaseabschnitts ent- 
spricht. Das Ergebnis ist in Tabelle 6, Spalte 6, angegeben. Der y?-Test 
auf nur zufallige Verschiedenheit der Summen der gefundenen und der 
zu erwartenden Umorientierungen im 8. + 9. + 10. Prometaphase- 
abschnitt ergab P<0,0001. Die gefundene Verringerung der Anzahl 
der Umorientierungen in der spiten Prometaphase wird also zu einem 
Teil dadurch bedingt, da8 sich immer mehr X-Chromosomen amphi- 
orientieren und dann orientierungsstabil verhalten, zum anderen Teil 
dadurch, daB sich die synorientiert bleibenden Univalente in der spaten 
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Prometaphase signifikant seltener umorientieren als auf Grund der 
mittleren Umorientierungsfrequenz in der mittleren Prometaphase zu 
erwarten ist. 

Kurz zusammengefaBt ergibt sich tiber die Umorientierungsfrequenz 
bei Vernachlassigung der’ eben erérterten Abhangigkeit der Umorien- 
tierungshaufigkeit vom Prome- 
taphasezeitpunkt: Die synorien- 
tierten univalenten X-Chromo- 
somen orientieren sich im Mittel 
etwa alle 20 min um. Amphiorien- 
tierte univalente X-Chromo- 
somen sind orientierungsstabil. 

Bivalente.— Die meisten Biva- 
lente orientierten sich koorien- 
tiert in die Spindel ein (Abb. 24b). 
Umorientierung der Kinetochoren 
koorientierter Bivalente wurde 
in keinem Falle beobachtet. Von 
insgesamt 104 Bivalenten orien- 
tierten sich héchstens neun bei 
der Spindelbildung mit den Kine- 











Biva- 


Abb. 24a—d. Orientierungsarten der 
lente. a Monopolar synorientiertes Bivalent, 
b bipolar synorientiertes = koorientiertesBiva 
lent, c Bivalent mit einer amphiorientierten 
Dyade, d Bivalent mit Amphiorientierung bei- 
der Dyaden. Die Bivalente sind so angeordnet, 
als ob sich tiber und unter der Abbildung die 
Spindelpole befiinden. Etwa 10% der Biva- 
lente orientiert sich wie in a, 90% wie in b 
dargestellt in die Spindel ein. Die Kineto- 
choren koorientierter Bivalente (b) sind orien- 
tierungsstabil, dagegen geht im Mittel nach 
etwa 10 min durch Umorientierung eines Kine- 
tochors die Orientierungsart a in die Orientie- 
rungsart b iiber. Amphiorientierung erfolgte 
in keinem Falle, die Orientierungsarten c und 


tochoren beider Dyaden auf den 
gleichen Spindelpol (Abb. 24a). 
Diese monopolare Orientierung 
blieb niemals bis zur Metaphase 
bestehen. Im Mittel nach 11 min 
(in einigen Fallen schon nach 
2 min, aber auch erst nach 18 min 
und mehr) orientierte sich ein 
Kinetochor um, wodurch Koo- 
rientierung des Bivalents erreicht 








wurde. Bei einem der neun 
monopolar orientierten Bivalente 
orientierten sich zufallig in der 17. min beide‘Kinetochoren gleichzeitig 
um (vgl. Abb. 16). Erst nach weiteren 25 min erfolgte Koorientierung 
durch Umorientierung des Kinetochorenpaares einer Dyade. Wahrend 
der gesamten ersten Reifeteilung waren die Kinetochoren der Bivalent- 
dyaden synorientiert. Infolgedessen begannen sie ausnahmslos mit dem 
Einsetzen der Anaphase ihre Polwanderung. Bivalente mit ein oder 
zwei amphiorientierten Dyaden (Abb. 24c,d) wurden bei 7’. oleracea 
nicht gefunden. 

Trichiasmatische Trivalente. — Bei den elf untersuchten Q-férmigen 
Trivalenten waren nach einer Einorientierungsperiode von héchstens 


d wurden bei 7’. oleracea nicht vorgefunden 
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6—10 min die im Ring befindlichen, autosomalen Kinetochoren stets 
auf Gegenpole orientiert. Der Y-Kinetochor war zusatzlich auf einen 
der beiden Pole ausgerichtet (Abb. 25c, d). Die beiden anderen Orien- 
tierungsarten, die trichiasmatische Trivalente mit synorientierten Kineto- 
choren auch einnehmen kénnen (Abb. 25a, b), existierten héchstens in 





Abb. 25a—h. Orientierungsarten trichiasmatischer Trivalente. Die Trivalente sind so 
angeordnet, als ob sich iiber und unter der Abbildung die Spindelpole befanden. a—d die 
méglichen Orientierungsarten trichiasmatischer Trivalente mit synorienticrten Kineto- 
choren, e—h Orientierungsarten der amphiorientierten Kinetochoren. Die Orientierungs- 
arten a und b wurden auch in der friihen Prometaphase nicht vorgefunden. Falis sie bei 
der Spindelbildung entstehen sollten, orientieren sie sich zu den in den Teilabbildungen e 
und d dargestellten Trivalenten um. Die Orientierungsarten c und d gehen durch Um- 
orientierung des Y-Kinetochors, der im Mittel 60 min lang auf einen Pol ausgerichtet 
bleibt, ineinander iiber. Umorientierung zu a oder b wurde nicht beobachtet. Gegen Ende 
der Prometaphase amphiorientieren sich Kinetochoren. Etwa die HAalfte aller Trivalente 
lag bei Anaphasebeginn in der Orientierungsart e vor, dic Orienticrungsarten f und h sind 
seltener. Einzelheiten vgl. Text 


der ganz friihen Prometaphase und gingen alsbald durch Kinetochoren- 
umorientierung in die Q-Form iiber. Von den 22 autosomalen Kineto- 
choren amphiorientierte sich eines in der 50. min, 12 min vor Anaphase- 
beginn. Das betroffene Trivalent nahm die in Abb. 25f dargestellte 
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Form an und lag unmittelbar vor Anaphasebeginn infolge der 5:1- 
Orientierung sehr weit aus dem Aquator verlagert. Alle iibrigen auto- 
somalen Kinetochoren blieben synorientiert; die in der Abb. 25g, h 
dargestellten Orientierungsarten wurden in der allerdings sehr kleinen 
Stichprobe nicht gefunden'!. Die im Ring befindlichen autosomalen 
Trivalentpartner orientierten sich im Verlaufe der Prometaphase nicht 
um, dagegen erwies sich der Y-Kinetochor als orientierungsinstabil. Er 
orientierte sich pro Prometaphase im Mittel 1,2mal um. In einer Zeile 
fiihrte er vier, in drei Zellen keine Umorientierung im Verlaufe der 
Prometaphase durch. In etwa der Halfte aller Falle amphiorientiertc 
er sich in der spéten Prometaphase (Abb. 25e). Sobald Amphiorien- 
tierung eingetreten war, wurde niemals mehr Umorientierung beob- 
achtet. Da die Y-Partner im Durchschnitt nur etwa 73 min lang pro 
Prometaphase synorientiert und damitininstabiler Orientierung vorliegen, 
betragt der mittlere Zeitabstand von einer Umorientierung bis zur 
nachsten etwa 60 min. Der Y-Kinetochor als Partner Q-formiger Tri- 
valente bleibt somit im Mittel dreimal so lange auf einen Pol orientiert 
wie der Kinetochor des univalenten X-Chromosoms. 

Bichiasmatische Trivalente. — Die 41 untersuchten bichiasmatischen 
Trivalente lagen nach der Spindelbildung wohl in allen fiir synorien- 
tierte Kinetochoren méglichen Orientierungsarten vor (Abb. 26). Das 
Auftreten monopolar orientierter Trivalente (Abb. 26a) bei der Spindel- 
bildung ist jedoch nicht ganz sicher, weil derartige Trivalente sehr bald 
in V- oder Stabform iibergehen (s. unten). Nach einer Einorientierungs-— 
periode von etwa 10 min lagen 22 Trivalente (54 + 8%) in V-Form und 
19 (46+8%) in Stabform vor; bei P=0,64 sind also in der friihen 
Prometaphase diese beiden Orientierungsargen gleich haufig. Sieben 
V-formige und neun stabférmige Trivalente orientierten sich im Verlaufe 
der Prometaphase nicht um. Die Kinetochoren der restlichen 25 Tri- 
valente (61-+.8%) fiihrten im Verlaufe der Prometaphase je 1—7, ins- 
gesamt mindestens 44 Umorientierungen durch. 

Die nach der Einorientierung vorhandenen und danach durch Um- 
orientierung neu entstandenen V-formigen Trivalente orientierten sich 
insgesamt 2lmal um. In fiinf Fallen ereigneten sich charakteristische 
Umorientierungsdoppelfalle. Immer war der mittlere Kinetochor be- 
teiligt, und bei zwei Trivalenten war deutlich zu erkennen, da8 sich 
der mittlere Kinetochor unter Bildung eines monopolar orientierten 
Trivalents zuerst umorientierte (Abb. 26c zu a). Innerhalb von 3 min 
orientierte sich dann stets ein terminaler Kinetochor des monopolar 
orientierten Trivalents um (z. B. 26a zu d). Die Formveranderungen, 
welche: die Trivalente durchmachten, sowie die rasch aufeinander- 


1 Unter 68 Trivalenten, die inzwischen im Rahmen einer anderen Untersuchung 
verfolgt wurden, war die Orientierungsart der Abb. 25h einmal vertreten. 




















— 
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folgenden Umorientierungen sind so charakteristisch, daB héchstwahr- 
scheinlich in allen fiinf Fallen, auch wenn sich scheinbar beide Kineto- 
choren gleichzeitig umorientierten, der mittlere Kinetochor voranging 
und die nachfolgende Orientierung ausléste. Im Endeffekt entstehen 
stabformige Trivalente, bei denen im Vergleich zum vorangegangenen 
V-férmigen Verband zwei Kinetochoren ihre Pole vertauscht haben. In 
den restlichen 16 Fallen orientierten sich die terminalen Kinetochoren 





Abb. 26. Einige Orienticrungsarten bichiasmatischer Trivalente mit synorientierten 
Kinetochoren. Alle Orientierungsarten gehen durch Kinetochorenumorienticrung mit 
wechselnder Hiufigkeit incinander tiber. Einzelheiten vgl. Text 


der V-férmigen Trivalente um, und zwar war es achtmal der autosomale 
(Abb. 26c zu b) und achtmal der Y-Kinetochor (26c¢ zu e). Das durch 
die Umorientierung entstandene stabfoérmige Trivalent verblieb meist 
langere Zeit, oft bis zum Kinsetzen der Anaphase, in dieser Orientie- 
rungsart. Es folgte also niemals eine zweite Umorientierung unmittelbar 
nach. In vier Fallen zeigte sich aber spatestens beim Beginn der Ana- 
phase, daB sich, verglichen mit dem Ausgangs-V-Trivalent, mindestens 
zwei Kinetochoren umorientiert hatten. In allen Fallen lieB die Posi- 
tion, die das stabférmige Trivalent in der Spindel einnahm, erkennen, 
daB sich erst im bereits stabférmigen Trivalent der mittlere Kinetochor 
umorientiert hatte (z. B. Abb. 26d zu e). Bestimmt waren in keinem 
Falle monopolar orientierte Trivalente als Ubergangsstadien entstanden. 
Bei einem Verhaltnis von 8:8:5 bestehen keine sicheren Unterschiede 
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in der Umorientierungshaufigkeit der einzelnen Kinetochoren. Aller- 
dings sind die Anzahlen zur Feststellung geringer Unterschiede zu klein. 

Die nach der Einorientierungsperiode vorhandenen und danach neu 
entstandenen stabférmigen Trivalente orientierten sich im vorliegenden 
Material insgesamt mindestens 23mal um. Es war bereits darauf hin- 
gewiesen worden, daB die Orientierung des mittleren Kinetochors bei 
stabfoérmigen Trivalenten auf Grund der Gestalt nicht sicher zu erkennen 
ist. Eine Umorientierang war daher eindeutig nur dann feststellbar, 
wenn das Trivalent voriibergehend in V-Form vorgelegen hatte und 
wenn sich bei einer nachfolgenden Umorientierung oder durch die 
Anaphaseverteilung zeigte, daB der mittlere Kinetochor nicht mehr auf 
den gleichen Pol orientiert war. Einen Hinweis auf die Orientierung 
von Trivalenten, die wahrend der gesamten Prometaphase stabformig 
waren, gibt nur die Position des Trivalents in der Spindel. Desgleichen 
sind zwei Umorientierungen des mittleren Kinetochors in stabformigen 
Trivalenten (Abb. 26d zu e u. zuriick) nur an der jeweiligen Verlagerung 
des Trivalents zu erkennen. Die folgenden Angaben sind daher unsicher. 
Dennoch wurde eine Abschaitzung der Umorientierungsbiufigkeit der 
einzelnen Kinetochoren vorgenommen, weil sich einerseits der Fehler 
auch-bei Auswertung eines gréBeren Materials nicht vermeiden ]aBt und 
_weil andererseits die Umorientierungsfrequenz bei den verschiedenen 
Paarungsverbanden so grofe Unterschiede aufweist, da die Fehler 
vergleichsweise klein bleiben. Unter diesen Vorbehalten gilt: In 14 Fallen 
orientierte sich ein terminaler Kinetochor, der sich bis dahin in Non- 
Disjunktionsstellung zum mittleren Kinetochor befunden hatte, unter 
Bildung eines V-férmigen Trivalents um (z. B. 26b zu c). Da sich in 
zehn Fallen der Y-Kinetochor und in vier Fallen der terminale, auto- 
somale Kinetochor in Disjunktionsstellung begab, besteht bei P = 0,12 
kein Grund zur Annahme., daB sich die beiden terminalen Kinetochoren 
nicht gleich haufig umorientierten. In 4 Fallen nahm ein terminaler 
Kinetochor unter Bildung eines monopolar orientierten Trivalents Non- 
Disjunktionsstellung ein (z. B. 26d zu a). Auch in diesen Fallen er- 
folgte stets innerhalb der nachsten 3 min die Umorientierung eines 
weiteren Kinetochors. Es ist wohl Zufall, daB sich in allen vier Fallen 
der terminale, autosomale Kinetochor in Non-Disjunktionsstellung 
begab. Dagegen, daB die Umorientierung terminaler Kinetochoren 
gleichhaufig aus Disjunktions- und Non-Disjunktionsstellung erfolgt. 
spricht der niedrige Wahrscheinlichkeitswert von P=0,01. Sehr wahr- 
scheinlich begeben sich die Kinetochoren haufiger in Non-Disjunktions- 
stellung. In vier sicheren Fallen orientierte sich im stabférmigen Trivalent 
der mittlere Kinetochor allein um (z. B. Abb. 26d zue). Er kénnte also 
auch eine geringere Umorientierungsfrequenz haben als die terminalen 
Kinetochoren, die vor der Umorientierung in Non-Disjunktionsstellung 
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zum mittleren Kinetochor gestanden hatten. Wie bereits dargestellt, 
k6énnten aber gerade einige Umorientierungen mittlerer Kinetochoren 
unerkannt geblieben sein. 

Auch bei den bichiasmatischen Trivalenten erfolgen die Umorien- 
tierungen haufiger in Polnahe als in anderen Spindelregionen. Uber die 
Abhangigkeit der Anzahl der Umorientierungen vom Prometaphase- 
zeitpunkt informiert die Tabelle 6, Spalten c und d. Ahnlich wie bei 
den Univalenten scheint die Umorientierungshaufigkeit in der friihen 
Prometaphase anzusteigen und gegen Ende der Prometaphase wieder 
abzufallen. Die Umorientierungsfrequenz scheint in der friihen und in 
der spéten Prometaphase etwas hoher zu sein als bei den Univalenten. 
Der y?-Test zeigt jedoch, daB bei P=0,12 kein AnlaB besteht, anzu- 
nehmen, die Abhangigkeit der Anzahl der Umorientierungen vom Pro- 
metaphasezeitpunkt sei bei Univalenten und bichiasmatischen Tri- 
valenten verschieden. Um auszuschlieBen, daB ein Abfall der Umorien- 
tierungshaufigkeit in der spaten Prometaphase durch die Zunahme der 
amphiorientierten Dyaden vorgetauscht wird, wurden zur Bestimmung 
der Anzahl der Umorientierungen in zehn Prometaphaseabschnitten 
ausschlieBlich solche Trivalente herangezogen, bei denen alle Paarungs- 
partner synorientiert bleiben und in der Anaphase zu den Polen wandern. 
Das Ergebnis ist in Tabelle 6, Spalte d, mitgeteilt. Ein Vergleich der 
Summe der Umorientierungen innerhalb des 3.—6. bzw. des 7.—10. Pro- 
metaphaseabschnittes zeigt, daB es bei P=0,015 zumindest wahr- 
scheinlich ist, daf die Umorientierungshaufigkeit in der spaéten Pro- 
metaphase abnimmt. Es ist auch méglich, den Prozentsatz der amphi- 
orientierten Dyaden in den einzelnen Prometaphaseabschnitten zu 
bestimmen, daraus die zu erwartende Anzahl der Umorientierungen zu 
berechnen und diese mit der Anzahl der gefundenen Umorientierungen 
zu vergleichen. Wohl infolge der etwas gréBeren Anzahl ergibt sich fiir 
Gleichheit eine Wahrscheinlichkeit von P=0,006. Damit ist es ziem- 
lich sicher, daB sich sowohl die synorientierten Kinetochoren von Uni- 
valenten wie die von Trivalenten in der spiten Prometaphase seltener 
umorientieren als in der mittleren Prometaphase. 

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild: Nach einer Einorientie- 
rungsperiode lagen 22 V-férmige und 19 stabférmige Trivalente vor. Durch 
Kinetochorenumorientierung entstanden danach achtmal monopolar 
orientierte Trivalente und zwar je vier aus stabférmigen und V-férmigen 
Trivalenten. Diese monopolar orientierten Trivalente orientierten sich im 
Mittel schon nach 2 min wieder um, keines blieb langer als 3 min bestehen. 
AuBerdem wurden 17mal V-férmige Trivalente durch Umorientierung 
neu gebildet. Diese blieben im Mittel 33 min bestehen. 25mal ent- 
standen stabférmige Trivalente neu, diese orientierten sich im Mittel 
nach 38 min um. Ubrigens nahmen fiinf Trivalente, die aus der V-Form 
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in die Stabform tibergegangen waren, ein zweites Mal V-Form an, ein 
Trivalent war, unterbrochen durch andere Orientierungsarten, dreimal 
nacheinander V-formig. Unter den stabformigen Trivalenten befanden 
sich sieben, die sich zweimal und eines, das sich dreimal nacheinander 
aus der Stab- in die V-Form und wieder zuriick verwandelte. Ent- 
sprechend der unterschiedlichen mittleren Dauer, wahrend welcher die 
Trivalente einzelne Orientierungsarten beibehalten, wurden beim Ein- 
tritt der Anaphase 13 V-férmige und 19 stabférmige Trivalente vor- 
gefunden; dagegen war kein monopolar orientiertes Trivalent mehr vor- 
handen. - Es scheint, als ob sich die Anzahl der stabférmigen Trivalente 
im Verlaufe der Prometaphase geringfiigig erhoht habe. Bei P=0,29 
ist jedoch eine Abweichung vom 1:1-Verhaltnis nicht gesichert. Bei 
neun Trivalenten hatten sich Kinetochoren amphiorientiert. In sechs 
Fallen war Amphiorientierung der terminalen Kinetochoren V-férmiger 
Trivalente eingetreten, und zwar war der Y-Kinetochor und der auto- 
somale Kinetochor je dreimal beteiligt, der mediane Kinetochor war 
stets synorientiert. In vier Fallen war Amphiorientierung terminaler 
und ebensooft Amphiorientierung medianer Partner stabf6rmiger Tri- 
valente eingetreten; bei einem Trivalent hatten sich zwei Dyaden amphi- 
orientiert. Eine Zusammenstellung der Amphiorientierungshaufigkeit 
sowie der verschiedenen Umorientierungsfrequenz bei den einzelnen 
Chromosomen ist in der Diskussion auf S. 175 gegeben. 


6. Anderung der Wanderungsrichtung bei orientierungsstabilen 
Chromosomen 


Die Chromosomen andern ihre Wanderungsrichtung auch dann, wenn 
sie sich nicht umorientieren. Zum Beispiel wandern die koorientierten 
Bivalente von 7’. oleracea, deren Kinetochoren ja nach dem Eintreten der 
Koorientierung orientierungsstabil sind, in der Spindel hin und her. 

Wie unveroffentlichte Zeitrafferfilme zeigen, werden die Kineto- 
chorenregionen fortwaihrend mit wechselnder Starke aus dem Chromo- 
somenkérper in Richtung auf die Pole herausgezogen; sie fiihren Pro- 
und Retraktionsbewegungen aus. Jeder Kinetochor verhalt sich, soweit 
es die Koppelung durch die dazwischenliegenden Chromosomenabschnitte 
zulaBt, selbstandig. Die sich staéndig im Ausmaf andernden Deforma- 
tionen der Kinetochorenregion sind mit der hier angewendeten graphi- 
schen Methode nicht feststellbar. Dagegen werden Anderungen der 
Wanderungsrichtung ganzer Chromosomen erfaBt. Sie treten nur dann 
ein, wenn tiber langere Zeitabschnitte die Zugkraft erst der einen und 
dann der anderen Chromosomenfaser deutlich iiberwiegt. Natiirlich 
ist zu beriicksichtigen, daB Richtungswechsel durch MeBfehler vor- 
getéuscht werden kénnen. Die Entscheidung, ob ein Richtungswechsel 
vorliegt oder nicht, ist deshalb immer etwas willkirlich. Anderungen 
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der Wanderungsrichtung wurden nur dann als Richtungswechsel ge- 
zahlt, wenn die Wanderung des ganzen Chromosoms in Gegenrichtung 
langer als 4 min andauerte und die Verlagerung mindestens 1 yu betrug. 
Trotz der nicht zu umgehenden Willkiir gibt die Anzahl der Richtungs- 
wechsel und ihre Verteilung im Verlaufe der Prometaphase ein wenn 
auch vereinfachtes Bild von den Veranderungen der relativen GréBe 
der Krafte, die auf die Kinetochoren einwirken. 

Bei T. oleracea fiihrt jedes Bivalent im Verlaufe der Prometaphase 
im Mittel 8,6 Richtungswechsel durch. Sie ereignen sich in der friihen 
und spaten Prometaphase seltener als in einem breiten mittleren Pro- 
metaphasebereich. Auch die Trivalente pendeln in der Spindel hin und 
her. Sie fiihren im Verlaufe der Prometaphase im Mittel 9,2 Richtungs- 
wechsel aus. Die Verlagerung erfolgt aber langsamer ais bei den Bi- 
valenten und nur tiber kurze Entfernungen. Auch die Trivalente andern 
in der mittleren Prometaphase ihre Wanderungsrichtung haufiger als 
vorher und danach. Im Verlaufe der Prometaphase andern die X-Chromo- 
somen, ohne dai Umorientierung der Kinetochoren im Spiel ist, ihre 
Wanderungsrichtung im Mittel sechsmal; es fiihren einzelne Chromo- 
somen nur einen, andere bis zu 17 Richtungswechsel durch. Die Haufig- 
keit der Richtungswechsel ist fast wahrend der ganzen Prometaphase 
gleichbleibend, nur unmittelbar nach dem Spindelbildungsbeginn und 
kurz vor dem Hinsetzen der Anaphase sind sie etwas seltener. 


Nachtrag zur Orientierung und Umorientierung 
der Geschlechtschromosomen von T. lateralis 

Auf Grund der neuen Feststellungen und im Sinne der hier vor- 
geschlagenen Bezeichnungsweise sind folgende Ergainzungen zu der Mit- 
teilung II (Diztz 1956) méglich. Die Geschlechtschromosomen von 
T.. lateralis amphiorientieren sich im Unterschied zu denen von 7’. ole- 
racea zum Teil bereits in der friihen Prometaphase. In der spaten Pro- 
metaphase und Metaphase sind alle Univalente amphiorientiert. Von 
den 26 Univalenten, deren Prometaphasebewegung verfolgt wurde, 
orientierten sich 17 im Verlaufe der Prometaphase nicht um, vier Uni- 
valente fiihrten eine, vier weitere zwei und ein Univalent fiihrte zwei oder 
drei Umorientierungen im Verlaufe der Prometaphase durch. Bei 
T.. lateralis ereignen sich also im Mittel pro Univalent 0,4, héchstens 
0,6 Umorientierungen in der Prometaphase. Die Umorientierungen 
erfolgen gehauft in einem mittleren Prometaphaseabschnitt; in der 
friihen und in der spaten Prometaphase wurden keine Umorientierungen 
beobachtet. Die Feststellung, ob die niedrige Umorientierungshaufig- 
keit allein auf die héhere Amphiorientierungsrate zuriickzufihren ist 
oder ob andere Faktoren eine zusiatzliche Rolle spielen, bleibt einer 
weiteren Untersuchung vorbehalten. 
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Diskussion 

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, da neben den Mecha- 
nismen des Chromosomentransports andere Mechanismen, welche fiir 
die Orientierung der Kinetochoren verantwortlich sind, eine wesentliche 
Rolle im Meioseablauf spielen. Die Kinetochoren orientieren sich keines- 
wegs so in die Spindel ein, daB ihre ,,richtige“‘ Verteilung gewahrleistet 
ist. In der sich nach der Kernauflésung bildenden Spindel kénnen viel- 
mehr die beiden Dyaden-Kinetochoren der Bivalente und die drei 
Kinetochoren der bichiasmatischen Trivalente auf jeden der beiden 
Spindeipole orientiert sein. Die Einorientierung erfolgt wohl nicht 
vollig zufallsgema8, sonst miiBte nach ihrem Abschlu8B nur die Halfte 
aller Bivalente koorientiert vorliegen. Von den dichiasmatischen Tri- 
valenten sollten sich 50% stabférmig, 25% V-formig und ebenfalls 25% 
mit allen drei Kinetochoren zum gleichen Pol gerichtet in die Spindel 
einorientiert haben. Die tatsichlichen Verhaltnisse nach der Einorien- 
tierung weichen von der zufallsgemaBen Erwartung bei véllig willkir- 
licher Kinordnung auf einen der beiden Pole deutlich ab. Es sind nur 
etwa 10% der Bivalente monopolar orientiert (Abb. 24b). Sobald die 
Kinetochoren deutlich ausgerichtet waren, wurden keine - Trivalente 
mehr gefunden, die mit allen drei Kinetochoren auf den gleichen Pol 
orientiert gewesen waren; 46% waren stabférmig und 54% V-férmig. 
Kurz nach der Spindelbildung sind somit sehr viel mehr Bivalente 
koorientiert und mehr als doppelt so viele Trivalente V-férmig als bei 
vollig zufalliger Einorientierung der Kinetochoren zu erwarten ware. 
Bei den tricghiasmatischen Trivalenten wurden zwei der zu erwartenden 
Orientierungsarten (Abb. 25a, b) gar nicht vorgefunden. 

Die Einorientierung ist nicht definitiv. Die beiden Chromatiden- 
kinetochoren jeder Dyade kénnen sich im Verlaufe der Prometaphase 
gemeinsam umorientieren, sie kénnen sich aber auch, besonders in der 
spaéten Prometaphase, auf Gegenpole ausrichten. Fiir die gemeinsame 
Orientierung der beiden Kinetochoren einer Dyade wurde der Terminus 
Synorientierung, fiir die Ausrichtung auf Gegenpole Amphiorientierung 
vorgeschlagen. Unter Umorientierung wird die Aufgabe der Ausrich- 
tung synorientierter Kinetochoren auf einen und die anschlieBende 
Synorientierung auf den anderen Pol verstanden. 

Die Haufigkeit, mit der bei 7’. oleracea die beiden Chromatiden- 
kinetochoren einer Dyade beim Einsetzen der Anaphase auf Gegen- 
pole ausgerichtet, amphiorientiert sind, ist aus Tabelle 7 zu ersehen. 
Die Angaben beruhen vorlaufig noch auf sehr kleinen Anzahlen und 
sind nur als grobe Annaherungswerte zu verstehen. Sie zeigen aber 
bereits eindeutig, daB die Haufigkeit, mit der sich Dyaden amphi- 
orientieren, in starkem MaB8e durch Einfliisse der iibrigen Paarungs- 
partner bestimmt werden. Das wird besonders deutlich bei Beachtung 
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Tabelle 7. Prozentsatz der amphitel orientierten Kinetochoren beim Einsetzen der 
Anaphase 
Alle restlichen Kinetochoren sind syntel orientiert. In Klammern ist die 
Gesamtanzahl der Kinetochoren angegeben (amphiorientierte + synorientierte). 





% 
100 
90 | ——_ (X--) K:inetochor in Univalenten (n = 41) 
80 
70 
60 
50 | Kiinetochor des freien (Y-)Partners trichiasmatischer Trivalente 
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der Tatsache, daB sich die univalenten Y-Chromosomen in den Normal- 
stémmen in ihrer Amphiorientierungsrate zumindest nicht auffallig von 
den X-Chromosomen unterscheiden, und daB gelegentlich auftretende 
autosomale Univalente meist amphiorientiert sind. Prozentangaben 
k6énnen jedoch noch nicht gemacht werden. Fiir einen kinetochoren- 
spezifischen Einflu8 wurden bislang keine Anhaltspunkte gefunden; ob 
bei 7’. oleracea iiberhaupt Unterschiede in der Amphiorientierungsrate 
zwischen den Kinetochoren von Autosomen und Geschlechtschromo- 
‘ somen bestehen, kann nur ein sehr viel gréBeres Material zeigen. 
Es besteht kein Zweifel, daB die Kinetochoren aller Dyaden bei 

T'. oleracea wahrend der friihen Prometaphase synorientiert sind. Amphi- 
orientierung erfolgt bei den univalenten Geschlechtschromosomen erst 
im letzten Prometaphasedrittel zu dem Zeitpunkt, an dem sich das 
aquatoriale Verteilungsmaximum herausbildet (vgl. Abb. 21a). Vorher 
befinden sich die Univalenten ausnahmslos nur dann nicht in Polnahe, 
wenn sie sich nach Umorientierung auf der Wanderung von einem zum 
anderen Pol befinden. Bei den Trivalenten setzt die Amphiorientierung 
meist wohl auch erst im letzten Prometaphasedrittel ein. Es wurde im 
gesamten Material kein Fall gefunden, in dem nach eindeutigem Ein- 
treten der Amphiorientierung erneut Synorientierung der Kinetochoren 
erfolgt ware. Alles spricht dafiir, daB amphiorientierte Kinetochoren 
sich nicht mehr umorientieren kénnen. Bei 7’. lateralis erfolgt in der 
zweiten Prometaphasehalfte Amphiorientierung aller Geschlechtschromo- 
somen, einzelne Univalente sind schon frih amphiorientiert. Zu Ana-_ 








176 Hans Baver, Rotanp Dietz und Curista ROBBELEN: 


phasebeginn wurde in Polnahe keines der 23 im Leben verfolgten Ge- 
schlechtschromosomen vorgefunden, und alle blieben bis nach der Ver- 
teilung der Autosomendyaden im Aquator liegen (Dietz 1956). 

Die Annahme, daB sich bei den Tipuliden die Kinetochoren von 
Meiosechromosomen in einem von der Art des Paarungsverbandes und 
von der Position im Paarungsverband abhaingigen Ausmaf amphi- 
orientieren, erklart das Verhalten der Chromosomen zwanglos. Bei den 
synorientierten Chromosomen sind die Kinetochoren beider Chroma- 
tiden auf den gleichen Pol orientiert. Die Chromosomenlangsachse liegt 
deshalb parallel zur Spindelachse, und es wirken polwarts gerichtete 
Krafte auf die Kinetochoren ein. Das ergibt sich aus der prometaphasi- 
schen Polverlagerung synorientierter Univalente, aus der auBerhalb des 
Aquators gelegenen bevorzugten Position synorientierter Trivalente und 
aus der prometaphasischen Polverlagerung monopolarer, synorientierter 
Bivalente, sowie aus der Streckung koorientierter Bivalente. Bei den 
amphiorientierten Chromosomen sind die Chromatiden-Kinetochoren 
auf Gegenpole orientiert. Daraus resultiert die Ausrichtung der Chromo- 
somenlangsachse senkrecht zur Spindelachse und die Einordnung der 
Chromosomen in der Aquator, in dem eine Gleichgewichtslage zwischen 
den antagonistischen, gleich starken Zugkraften besteht. Auch in der 
Anaphase wird diese Position beibehalten. Entsprechend liegen Tri- 
valente mit einem amphiorientierten Kinetochor im Aquator, weil nach 
der Amphiorientierung eine gleich groBe Anzahl von Chromatiden- 
Kinetochoren auf jeden Pol orientiert ist. 

Bei verschiedenen Tieren und Pflanzen sind die Kinetochoren von 
Meiosechromosomen ebenfalls amphiorientiert. Bei dem Ostracoden 
Cyclocypris ovum liegen die Y-Chromosomen in der Metaphase zu 100% 
amphiorientiert vor; die bis zu sechs tiberzahligen, total heterochroma- 
tischen, univalenten Y-Chromosomen ordnen sich stets in den Aquator 
ein. In der Anaphase trennen sich die Chromatiden der Y-Chromo- 
somen nicht, dennoch bewegen sich die Chromatiden-Kinetochoren in 
Richtung auf die Gegenpole; sie bleiben nur wenig hinter den Kineto- 
choren der Autosomendyaden zuriick, so da8 die Y-Chromosomen zum 
groBten Teil sehr stark gestreckt werden. Die Anaphasestreckung be- 
weist klar, daB die Kinetochoren der Y-Chromosomen mit beiden 
Spindelpolen verbunden, also amphiorientiert sind. Nach Abschlu8 
der Wanderung der Autosomendyaden verkiirzen sich die Y-Chromo- 
somen. Sie liegen danach erneut in der Aquatorzone; erst anschlieBend 
werden sie ungeteilt und ohne miteinander verbunden zu sein auf ein 
und dieselbe Tochterplatte verlagert. Cyclocypris ovum weist Struktur- 
heterozygotie auf. Ein Teil der J¢ hat ein univalentes X-Chromosom. 
Bei den tibrigen ¢¢ ist das X eine Translokation mit einem Autosom 
eingegangen und beteiligt sich an der Bildung eines Neo-X-Y-Bivalents. 
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Wenn es als Bivalent-Partner vorliegt, ist es stets synorientiert. Als 
Univalent ist es entweder synorientiert und begibt sich dann in der 
friihen Prometaphase zu einem Pol, wo es bis in die Telophase liegen- 
bleibt. Etwa eben so haufig ist es aber amphiorientiert; es begibt sich 
dann in den Aquator und bleibt in der Anaphase genauso wie die 
Y-Chromosomen zunachst dort liegen. Im Gegensatz zu den Y-Chromo- 
somen wird es aber nicht gestreckt; offenbar setzt es der Streckung 
durch die anaphasischen Zugkrafte einen zu groBen Widerstand ent- 
gegen. Ebenso wie das X bei Cyclocypris ovum verhalten sich die 
univalenten Geschlechtschromosomen der Tipuliden. 

Das Beispiel zeigt auBerdem, daB die Haufigkeit, mit der sich 
Kinetochoren im Verlaufe der Prometaphase amphiorientieren, nicht 
nur von der Anzahl seiner Paarungspartner und von seiner Position in den 
méglichen Paarungsverbanden, sondern auch von individuellen Chromo- 
someneigenschaften abhangen kann. Auch hier spielen die Paarungsver- 
haltnisse eine Rolle; denn gepaarte X-Chromosomen sind stets synorien- 
tiert, wahrend die univalenten X-Chromosomen nur zu etwa 50% 
synorientiert sind. Die Amphiorientierungsrate der univalenten X- 
Chromosomen ist aber nur etwa halb so groB wie die der ebenfalls 
univalenten Y-Chromosomen. Ein EinfluB solcher individueller Chromo- 
someneigenschaften war bei den Tipuliden nicht festgestellt worden. 

Andere klare Beweise fiir die Existenz amphiorientierter Univalente 
in der Meiose liefern verschiedene Pflanzenbastarde. Die Univalente 
ordnen sich in der Metaphase in den Aquator ein und bleiben auch in der 
Anaphase dort liegen. In einigen Fallen teilen sie sich in der spaten 
Anaphase oder werden durchgerissen. Die Chromatiden bzw. Chromati- 
denfragmente wandern danach zu den Polen. 

OsTERGREN (1951) hat erstmals klar gezeigt, daB die beiden Chroma- 
tiden-Kinetochoren eines Univalents auf Gegenpole orientiert sein 
kénnen. Er nahm allerdings an, daB zwischen Synorientierung und 
Amphiorientierung alle Uberginge existieren wiirden. Danach kénnen 
die Kinetochoren eines Univalents jeden Winkel zwischen 0 und 180° 
zueinander bilden. Als Folge davon sollen ganz verschieden starke 
Wechselwirkungen zu beiden Polen resultieren, so daB Gleichgewichts- 
lagen in jeder beliebigen Spindelposition resultieren. OSTERGREN ver- 
sucht, durch diese Annahme die Position der Univalente zu erklaren, die 
sich in fixierten Praparaten in der Metaphase nicht am Pol oder im 
Aquator befinden. 

Im vorliegenden Material sind keine Hinweise dafiir enthalten, daB 
sich Univalente in einer Zwischenstellung zwischen Synorientierung und 
Amphiorientierung befinden kénnen. Alle Chromosomen, die sich nicht 
in Polnahe oder im Aquator befinden, durchwandern die Spindel nach 
vorangegangener Umorientierung oder Amphiorientierung und befinden 
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sich erst auf dem Wege in eine Gleichgewichtslage. Zuverlassige Aus- 
sagen iiber Gleichgewichtslagen kénnen nur an lebenden Zellen gemacht 
werden, weil durch Umorientierung bereits eingestellte Gleichgewichte 
immer wieder gestért werden. 

Verdachtig auf unexakte Orientierung kénnte in dem vorliegenden 
Material héchstens der mediane Kinetochor stabformiger Trivalente sein, 
weil seine Orientierung nicht zu erkennen ist, und weil stabférmige 
Trivalente nicht so stark aus dem Aquator verlagert werden wie die 
V- und Q-férmigen Trivalente. Der Verdacht ist aber nicht gerechtfertigt : 
1. Es kénnen sich die stabférmigen Trivalente, weil sich ein Kinetochor 
meist schon in maximaler Polnahe befindet, oft gar nicht noch weiter 
den Polen nahern, es sei denn unter Aufgabe der stabformigen Gestalt. 
2. Entweder wandern die Dyaden stabférmiger Trivalente in der Ana- 
phase, und zwar mit derselben mittleren Geschwindigkeit wie andere 
Dyaden oder sie bleiben im Aquator liegen. In Fallen, in denen sie 
zu den Polen wandern, hat die Synorientierung schon langere Zeit 
bestanden, sonst ware eine sehr viel hdhere Geschwindigkeit zu erwarten, 
da die Gesckwindigkeit nach Umorientierung hoher ist als die Anaphase- 
geschwindigkeit. Sollten die Kinetochoren aber eine Winkelstellung ein- 
nehmen, so daB sich nach OsTERGREN die polwarts gerichteten Krafte 
z. B. wie 3:1 verhalten (diese Méglichkeit wird von OsTERGREN ausdriick- 
lich erwahnt); dann soliten sie in der Anaphase langsamer wandern. 
In ganz friihen Prometaphasen sind tibrigens auch bei Trivalenten, bei 
denen zwei benachbarte Kinetochorenin Non-Disjunktionsstellung stehen, 
diese beiden Kinetochoren oft gleich weit von einem Pol entfernt, so daB 
die Trivalente J-formige Gestalt haben und sich stark einem Pol nahern. 
Erst einige Zeit nach der Spindelbildung werden die Trivalente gestreckt. 
Wenn mit fortgeschrittenem Spindelaufbau Streckung der Trivalente 
durch die Spindelarchitektur bedingt sein sollte, dann 1éBt die Position 
der stabférmigen Trivalente keine Schliisse tiber die GrdBe der Zug- 
krafte zu, die am mittleren Kinetochor ansetzen. 

Zusammenfassend laBt sich sagen: Die Kinetochoren von Meiose- 
chromosomen treten synorientiert in die Spindel ein, sie kénnen sich im 
Verlaufe der Prometaphase amphiorientieren. Die Amphiorientierungs- 
rate und der Amphiorientierungszeitpunkt sind abhangig von individu- 
ellen Chromosomeneigenschaften, hauptsichlich aber von der Art des 
Paarungsverbandes und von der Position im Paarungsverband. 

Die synorientierten Kinetochoren weisen eine unterschiedliche Um- 
orientierungsfrequenz auf. Ebenso wie die Amphiorientierungsrate 
wird die unterschiedliche Umorientierungsfrequenz in der Hauptsache 
nicht von individuellen Kinetochoren- oder Chromosomeneigenschaften, 
sondern durch eine Wechselwirkung der Paarungspartner bestimmt. 
Bei den V-férmigen Trivalenten haben der terminale, autosomale und 
der terminale Y-Kinetochor eine gleich groBe Umorientierungsfrequenz. 
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Derselbe autosomale Kinetochor ist orientierungsstabil in den trichias- 
matischen Trivalenten der in Abb. 26c, d, dargestellten Orientierung 
und in koorientierten Bivalenten. Derselbe Y-Kinetochor hat im trichias- 
matischen Trivalent eine héhere Umorientierungsfrequenz, und da sich 
im Wildstamm von 7. oleracea das X- und das Y-Chromosom in dieser 
Hinsicht wohl nicht unterscheiden, orientiert es sich als Univalent noch 
haufiger um, und zwar im Mittel etwa alle 20 min. Bei Vernachlassi- 
gung der unterschiedlichen (aber sich zumindest weitgehend gleich- 
sinnig andernden) Umorientierungshaufigkeit. im Verlaufe der Pro- 
metaphase ergibt sich die folgende Abhangigkeit der Umorientierungs- 
frequenz eines Chromosoms von der Orientierung seiner Paarungs- 
partner: Kinetochoren monopolar orientierter Bivalente orientieren 
sich zweimal und die monopolar orientierter, bichiasmatischer Trivalente 
zehnmal so oft um wie die Kinetochoren von Univalenten. Andererseits 
bleiben die Kinetochoren, der dem Ringteil ansitzender Partner trichias- 
matischer Trivalente im Mittel dreimal, die terminalen Kinetochoren 
stabférmiger Trivalente, die vor der Umorientierung in Non-Disjunk- 
tionsstellung zum mittleren Kinetochor gestanden hatten, sechsmal, 
alle Kinetochoren in V-férmigen Trivalenten neunmal und die terminalen 
Kinetochoren stabférmiger Trivalente, die vor der Umorientierung in 
Disjunktionsstellung zum mittleren Kinetochor gestanden hatten, im 
Mittel 20mal so lange auf einen Pol orientiers wie die Univalente. Die 
Kinetochoren im Ringteil der trichiasmatischen Trivalente und die der 
koorientierten Bivalente sind sogar orientierungsstabil. Diese Angaben 
stellen nur grobe Annaherungen dar, zeigen aber doch sehr deutlich den 
KinfluB, den die Position eines Paarungspartners im Paarungsver- 
band hat. 

Durch die unterschiedliche Umorientierungsfrequenz setzt sich im 
Verlaufe der Prometaphase in jedem Paarungsverband die Orien- 
tierungsart durch, welche die héchste Orientierungsstabilitat besitzt. 
Haben zwei Orientierungsmodi eines Paarungsverbandes eine gleich 
groBe Umorientierungsfrequenz, so bleiben beide Orientierungsarten 
erhalten. Diese Zusammenhange werden durch das Verhalten der Bi- 
valente und Trivalente von 7’. oleracea klar aufgezeigt. 10% der Bi- 
valente orientiert sich, mit beiden synorientierten Kinetochoren auf den 
Pol gerichtet, in die Spindel ein. Die Kinetochoren dieser Bivalente sind 
orientierungsinstabil. Durch die alsbald in Polnahe stattfindende Um- 
orientierung eines Kinetochorenpaares wird Koorientierung des Bi- 
valents erreicht. Im vorliegenden Material erwiesen sich die synorien- 
tierten Kinetochoren koorientierter Bivalente als orientierungsstabil. 
Umorientierung wurde nie beobachtet. 

SummakuraA (1953, 1956, 1957) kommt bei Lebendbeobachtungen 
von Spermatocytenteilungen bei den Heuschrecken Chloealtis geniculart- 
bus und Chrysochraon japonicus zu dem gleichen Befund. IzutTsu 
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(1959), der ebenfalls Heuschrecken untersucht, beschreibt allerdings 
bei Podisma ein Ausnahmebivalent, das sich nach Koorientierung noch- 
mals umorientiert und erst nach Ausfiihrung komplizierter Manéver 
spater wieder koorientiert. Izutsu stellt dieses Verhalten als einmalig 
beobachtete Ausnahme dar und hilt es fiir méglich, daB der Effekt durch 
UV-Strahlen verursacht worden sein kénnte. Angaben iiber die Haufig- 
keit monopolar orientierter Bivalente nach der Spindelbildung werden 
in beiden Arbeiten nicht gemacht. 

Die bichiasmatischen Trivalente existieren in V- und in Stabform 
mit ungefahr 33 bzw. 38 min im Mittel etwa gleich lang. Nur ein gr6éBeres 
Material kénnte zeigen, ob die stabférmigen etwas bestandiger sind. 
Die monopolar orientierten Trivalente orientieren sich 2 min nach ihrer 
Entstehung bereits wieder um. Infolgedessen existieren bei Anaphase- 
beginn etwa gleich viele V- und stabférmige Trivalente. Monopolar 
orientierte Trivalente wurden dagegen nicht gefunden, ihr Prozentsatz 
kann auch in einer groBen Stichprobe nur unbedeutend sein. 

Umorientierung von Trivalent-Kinetochoren ist bisher nur von 
Huaues-ScHRADER (1943) und InamparR (1949) durch Auswertung 
fixierter Praparate bei verschiedenen Mantiden nachgewiesen worden. 
Die benachbarten Kinetochoren der X,X,Y-Trivalente sind in der friihen 
Prometaphase haufig auf den gleichen Pol orientiert, in der Metaphase 
sind die Trivalente fast ausschlieBlich V-formig. Kinetochorenumorien- 
tierung mu8 also stattgefunden haben. Durch Untersuchung fixierten 
Materials sind natiirlich keine Aussagen tiber die Umorientierungs- 
frequenz der einzelnen Kinetochoren méglich. Auf Grund der vorliegen- 
den Befunde ist anzunehmen, daB bei den Mantiden die Kinetochoren 
im V-férmigen Trivalentverband orientierungsstabil sind oder zumindest 
eine wesentlich geringere Umorientierungsfrequenz aufweisen als die 
Kinetochoren von Trivalenten, bei denen zwei benachbarte Kineto- 
choren in Non-Disjunktionsstellung sich befinden. 

Einzelheiten tiber die Vorginge wahrend der Umorientierung, die 
Ursachen der Umorientierung wie der unterschiedlichen Umorientie- 
rungsfrequenz sind noch unbekannt. Zur Erklarung des Phaénomens, 
das hier Orientierungsstabilitat genannt wird, und gleichzeitig zur Er- 
klarung der angeblich bevorzugten Disjunktionsstellung benachbarter 
Kinetochoren nahm OstTERGREN (1951) an, daB bei Bivalenten und 
Multivalenten der Zug auf den Kinetochor, der sich zufallig zuerst 
orientiert hat, die benachbarten Kinetochoren automatisch in eine 
zunachst wohl nur angenaherte Disjunktionsstellung bringt und daB 
der nunmehr einsetzende gegenseitige Zug die Kinetochoren immer 
exakter ausrichtet und dadurch in ihrer Orientierung stabilisiert. Dieser 
Erklarungsversuch ist unbefriedigend: 1. Die Beobachtungen bei 
T'. oleracea zeigen, daB V-formige Trivalente nicht zwangslaufig linger 
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bestehenbleiben als stabférmige. Das aber wire nach der Hypothese 
von OsTERGREN zu erwarten. 2. Es ist denkbar, daB der wechselseitige 
Zug in verschiedenen Paarungsverbanden verschiedenartige Wirkungen 
hat; dagegen kénnen die Kinetochoren von monopolar orientierten 
Verbanden eben nur keinen Zug aufeinander ausiiben. Dennoch ist 
die Umorientierungsfrequenz der Kinetochoren von Univalenten, von 
monopolar orientierten Bivalenten und von monopolar orientierten 
Trivalenten verschieden. 3. Der Erklarungsversuch ist auch aus theore- 
tischen Griinden unbefriedigend: Eine ausrichtende Wirkung des Gegen- 
zuges ist nur bei aus zweischenkligen Chromosomen aufgebauten 
Paarungsverbinden denkbar und auch dann nur, wenn die chiasma- 
proximalen Chromosomenabschnitte beider Schenkel genau gleich lang 
sind. Bei unterschiedlicher Lange der chiasmaproximalen Abschnitte 
wirkt der wechselseitige Zug einer exakten Ausrichtung sogar entgegen. 
Bei monochiasmatischen Bivalenten muB der antagonistische Zug ganz 
im Gegensatz zu OsTERGRENs Annahme ein Drehmoment zur Folge 
haben, das dahingehend wirkt, bereits auf die Pole ausgerichtete Kineto- 
choren um 90° herumzuklappen. Wenn die Kinetochoren auch in diesen 
Fallen auf die Pole ausgerichtet bleiben, so erfolgt das nicht durch, 
sondern gegen den antagonistischen Zug. 

Wahrend die Ursachen der Umorientierung vorlaufig unbekannt 
bleiben, eréffnet sich durch die Befunde von Dietz (1959) eine neue 
Erklarungsmoglichkeit fiir die unterschiedliche Umorientierungsfrequenz. 
Bei der Tipulide Pales crocata organisiert nach der Kernauflésung jeder 
Kinetochor eine Partialspindel. Die Partialspindeln verschmelzen zu 
Chromosomenspindeln. Die Chromosomenspindeln assoziieren sich, wenn 
sie miteinander in Beriihrung kommen, zu der zusammengesetzten 
Teilungsspindel. Die beiden Centrosomen gliedern sich lediglich den 
Spindelpolen an. Sie haben keinen Einflu8 auf Spindelbildung oder 
Chromosomenbewegung, unterstiitzen aber die Parallellagerung der 
Chromosomenspindeln. Die Assoziation der Partialspindeln erfolgt 
normalerweise innerhalb weniger Minuten nach der Kernauflésung. 
Durch experimentelle Behandlung ist sie aber unterdriickbar, und erst 
dann sind die beschriebenen Vorgange zu erkennen. Zwar ist eine Ver- 
allgemeinerung der Befunde nicht méglich, da bei anderen Objekten 
die Centrosomen eine essentielle Rolle bei der Spindelbildung zu haben 
scheinen. Dennoch diirfte die Funktion der Kinetochoren héchstens 
quantitativ verschieden sein. 

Die Einorientierung der Chromosomen in die Teilungsspindel wird 
durch die Tendenz der Partialspindeln zur Lateralassoziation verursacht ; 
die unterschiedliche Umorientierungsfrequenz kénnte eine Folge der in 
den einzelnen gegenseitigen Anordnungen mehr oder weniger bevor- 
zugten und mehr oder weniger stabilen Assoziation von Partiai- und 
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Chromosomenspindeln sein. Eine Untersuchung der Zusammenhange 
ist in Vorbereitung. 

Zur Erklérung der polwarts gerichteten Zugkrafte, die wihrend der 
Teilung auf die Kinetochoren.einwirken, wurden aus frither diskutierten 
Griinden 1. Veraénderungen der Eigenschaften der Chromocomenfasern 
und 2. Langenveranderungen der Spindel angenommen (Dietz 1956, 
1958). Nachdem festgestellt wurde, daB bei den Tipuliden jedes Chromo- 
som primar seine eigene Chromosomenspindel aufbaut und daf die 
Chromosomenspindeln und die Centrosomen sich sekundar zu einer 
gemeinsamen Teilungsspindel vereinigen (DirTz 1959), erscheint es 
méglich, da8 ein Teil der Chromosomenbewegung durch die gegenseitige 
Verschiebung ganzer Chromosomenspindeln wahrend ihrer Assoziation 
verursacht wird, und da méglicherweise auch noch in der zusammen- 
gesetzten Spindel die Parallelverschiebung der einzelnen Chromosomen- 
spindeln einen zusatzlichen EinfluB auf die Chromosomenbewegung hat. 
Besonders in der friihen Prometaphase und nach Umorientierung 
kénnte ein Teil der Chromosomenbewegung durch Parallelverschiebung 
von Chromosomenspindeln verursacht werden. Eine Diskussion aller mit 
diesem Problem zusammenhangenden Fragen muB bis nach weiterer 
experimenteller Bearbeitung aufgeschoben werden. 

In der spaéten Prometaphase kann die Parallelverschiebung keine 
Rolle mehr spielen. Die bevorzugten Positionen der Chromosomen in 
der Spindel stellen daher bei bipolarer Orientierung dynamische Gleich- 
gewichtslagen zwischen den von den Chromosomenfasern ausgeiibten 
antagonistischen Zugkraften und bei monopolarer Orientierung stabile 
Gleichgewichtslagen dar, die nach vélliger Kontraktion der Chromo- 
somenfasern resultieren. 

Die bevorzugten Positionen aller untersuchten Chromosomentypen 
von T. oleracea zeigen, da die Chromosomenfasern auch in der Metaphase 
noch kontraktil sind. Am klarsten demonstrieren das die Trivalente, die 
noch kurz vor dem Einsetzen der Anaphase dem Pol genahert liegen, zu 
dem zwei Kinetochoren orientiert sind. Entsprechende Befunde waren 
friher schon von OsTERGREN (1945, 1946) und BOOK (1945) erbracht 
worden. 

Dietz (1958) hatte festgestellt, daB in frihen und mittleren Pro- 
metaphasen von Spermatocyten I verschiedener Ostracoden multi- 
valentaéhnliche Chromosomenaggregate dem. Pol genahert liegen, auf 
den die iiberwiegende Anzahl der Kinetochoren orientiert ist, daB sich 
die Aggregate aber in der Metaphasespindel, die sich inzwischen deut- 
lich verkiirzt hat, in dieselbe schmale Aquatorzone begeben, in der auch 
die Bivalente liegen. Nicht in dieser Hinsicht ausgewertete Befunde 
anderer Autoren zeigen, daB sich auch bei weiteren Arten verschie- 
dener systematischer Stellung Trivalente ebenso verhalten. Bei diesen 
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Objekten ordnen sich die Chromosomen meist genau in die Aquatorial- 
ebene ein, und ihre Wanderungsgeschwindigkeit ist in der Metaphase 
nur noch sehr gering. Die einzelnen Chromosomenfasern tiben offenbar 
kurz vor dem Einsetzen der Anaphase keinen oder nur noch sehr schwa- 
chen Zug auf die Kinetochoren aus. 

Zur Erklarung dieser Vorgainge und unter Beriicksichtigung der 
Befunde anderer Autoren war von Dietz (1958) die folgende Hypothese 
vorgeschlagen worden: 1. Die Kinetochoren bilden ihre Chromosomen- 
fasern und bauen wahrend der ganzen Prometaphase-Metaphase Spindel- 
material in sie ein. Die Centrosomen stellen ahnliche Organisations- 
zentren dar. 2. Spindelabschnitte, die eine kritische Stufe des Aufbaues 
erreicht haben, kontrahieren sich. Die erste Annahme ist inzwischen 
durch die bereits zitierten Befunde in tiberraschender Weise bestatigt 
worden; die Kinetochoren bilden nicht nur ihre Chromosomenfasern, 
sondern die ganze sie umgebende Chromosomenspindel (D1ETz 1959). Die 
Annahme, da8 sich die Spindelabschnitte kontrahieren, die einen hohen 
Grad der Organisation und Parallelorientierung des fibrillaren Materials 
erreicht haben, ist besonders durch polarisationsoptische Ergebnisse (zu- 
letzt INov& 1960) sehr wahrscheinlich gemacht worden. Nach der 
Hypothese werden schon in der friihen Prometaphase die Chromosomen- 
fasern (wahrscheinlich abschnittsweise) kontraktil, wahrend das tibrige 
Spindelgel als Widerlager funktioniert. Die Chromosomenfasern mono- 
polar orientierter Chromosomen kontrahieren sich. Die Chromosomen- 
fasern bipolar orientierter Chromosomen iiben einen Zug auf ihre Kineto- 
choren aus und verursachen die Prometaphasestreckung der Chromo- 
somen. Der zufallsgemaBe Einbau weiteren Materials fiihrt zu in bezug 
auf Zeitpunkt und Ausmaf unregelmaBigen Veranderungen der Zug- 
krafte. Es resultieren die fortwahrenden Protraktions- und Retrak- 
tionsbewegungen der Kinetochoren und damit die stark variablen, nur 
statistischen GesetzmaBigkeiten gehorchenden Chromosomenbewegungen 
Der weitere Einbau von Material in die Chromosomenfasern fiihrt zu 
einem Maximum und danach zum Nachlassen der Zugkrafte bei bipolar 
orientierten Chromosomen. Mit der zunehmenden Anzahl eingebauter 
Molekiile wird die GréBe der Zugkrafte der einzelnen Zugfasern all- 
mahlich gleich. SchlieBlich haben alle Kinetochoren in bipolar orientier- 
ten Chromosomen und Chromosomenverbinden gleich lange Chromoso- 
menfasern aufgebaut, die keinen Zug mehr ausiiben. Die Chromosomen 
liegen dann, auch wenn eine tiberwiegende Anzahl von Kinetochoren zu 
einem Pol orientiert ist, im Aquator und befinden sich dann in der Regel 
auch weiter von der Spindelachse entfernt als in der friihen Prometa- 
phase. Die anaphasische Verkiirzung der Chromosomenfasern kénnte 
dadurch bewirkt werden, da Material wieder aus den Chromosomen- 
fasern austritt und sich diese entsprechend verkiirzen. Das Ver- 
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halten der Chromosomen bei Objekten wie 7’. oleracea, bei denen keine so 
ausgepragten Metaphasebedingungen erreicht werden, ist nach der Hypo- 
these zu erwarten, wenn im Verlaufe der Prometaphase nicht soviel 
Material in die Chromosomenfasern bipolar orientierter Chromosomen ein- 
gebaut wird, da deren vollstandige Kontraktion erfolgen kann. Datfiir, 
daB sich bei 7’. oleracea die Spindelkrafte im gleichen Sinne, nur eben 
nicht so weitgehend wie bei Objekten mit ausgepragten Metaphase- 
bedingungen verandern, hat die vorliegende Untersuchung Beweise 
erbracht. 

Die hier aufgenommene Hypothese der Bildung und Funktion des 
Spindelapparates von Dretz (1958) bedarf noch einer Erginzung, um 
auch das Verhalten von monopolar orientierten Chromosomen ein- 
zuschlieBen. Solche Chromosomen wandern in der Prometaphase zu 
einem Pol und bleiben, wenn keine Umorientierung erfolgt, dort bis in 
die Telophase hinein liegen. In ihre Chromosomenfasern wird also, nach- 
dem diese in der friihen Prometaphase aufgebaut worden sind und sich 
dann kontrahiert haben, kein weiteres Material eingebaut, wodurch die 
Fasern verlangert werden wiirden. Das kénnte darauf beruhen, daB ent- 
weder in eine vollstandig kontrahierte, keiner Dehnung unterworfene 
Faser der Materialeinbau unméglich ist oder daB in unmittelbarer Pol- 
nahe kein einbaufahiges Material verfiigbar ist. Solche plausiblen, aber 
noch unbewiesenen Annahmen werden hier nur erwahnt, um zu zeigen, 
daB der vorgeschlagene Grundmechanismus Varianten zulaBt, die auch 
Ausnahmesituationen erklaren kénnen. Die weitere experimentelle 
Arbeit muB zeigen, ob die Vorstellungen ausreichen, um die Mannig- 
faltigkeit des Teilungsverhaltens der Chromosomen einheitlich zu erklaren. 


Summary 

1. Chromosomal! rearrangements in Tipula oleracea have been induced 
by X-raying mature sperms, and have been studied in spermatocytes 
of F,-males obtained by mating F,-sons of irradiated fathers with normal 
females. By this method rearrangements including the X-chromosome 
are not obtainable. More than half of the F,-families contained re- 
arrangements (Table 1, p. 120). Predominant among them are reci- 
procal translocations between two of the three autosomes, followed in 
frequency by translocations between all three autosomes. Reciprocal 
translocations between an autosome and the small Y-chromosome are 
present in about 5 percent of the F,s. Lines with such Y-autosome- 
translocation have been chosen for a study of chromosome movements 
in living spermatocytes, (i) because of the possibility of comparing 
trivalent, bivalent and univalent behavior within the same cell, (ii) be- 
cause of the ease with which these rearrangements can be bred, and 
(iii) because every spermatocyte contains the heterozygous rearrangement. 
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2. In 52 spermatocytes of the stocks 114, 116, and 216 with reci- 
procal translocation between Y and an autosome, the movements of 
52 trivalents, 104 bivalents, and 42 univalent X-chromosomes were 
recorded from nuclear membrane breakdown until late anaphase by 
sketching the minute to minute outlines of the chromosomes and the 
polar regions of the spindle by means of a camera lucida (Fig. 4). The 
chromosome movements are represented by diagrams (Fig. 5—19) which 
together with the original sketches are'used as a basis for the evaluation 
of chromosomal behavior. Whereas definite rules of behavior can be 
formulated for 7’. oleacea it must be pointed out that other tipulids 
show differences in details. 

3. During the first maturation division the kinetochores of the two 
chromatids of each chromosome (whether univalent or member of a 
bivalent or trivalent) can be oriented in one of two ways: (1) They 
may be directed to the same pole (i.e. ‘“‘syntelic’”’), or (2) they may be 
oriented to different poles (i.e. ‘“‘amphitelic’”’?). When kinetochores are 
syntelic a chromosome lies with its axis parallel to that of the spindle 
and the following data suggest that from early prometaphase untile 
late anaphase it is subjected to forces which act in the direction of that 
pole towards which the kinetochores are oriented. Amphitelic kineto- 
chores cause the principal chromosomal axis to lie perpendicular to that 
of the spindle and the chromosomes to move into the equatorial plate, 
the equilibrium position. Chromosomes with amphitelic kinetochores 
remain in the equator during the anaphasic poleward movement of the 
chromosomes which have syntelic kinetochores. Only thereafter, and 
still undivided, they are distributed. During their segregation the 
chromosome ends precede, the kinetochores are obviously still connected 
with both poles. 

In early and mid prometaphase the chromosomes without exception 
exhibit syntelic orientation (synorientation). Amphitelic orientation 
(amphiorientation) commonly takes place in late prometaphase-meta- 
phase. Table 7, p. 175, gives the frequencies of synoriented and amphi- 
oriented chromosomes occuring as univalents or as specified members of 
bivalent and trivalent associations just before the onset of anaphase. There 
is no detectable difference between autosomes and sex chromosomes in 
frequency of amphiorientation. Univalents have the highest frequency 
of amphiorientation; when a chromosome is a member of a bivalent 
or multivalent, its frequency of amphiorientation depends largely upon 
positions of cohesion points (chiasmata), and the valency of the asso- 
ciation, i.e. upon interactions among the members of the conjoined 
complex. 5 

4. Syntelic kinetochores are potentially able to reorient. During 
reorientation the interaction between the chromatid kinetochores of a 
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chromosome and one pole is abolished and the syntelic interaction with 
a new pole is established within 1 to 3 minutes. After reorientation 
the chromosomes move with high velocity to that pole to which they 
newly oriented. The movement stops at a distance from 4 to 1 « from 
the pole, provided that it is: not interrupted by another reorientation 
or moderated by the action of the other kinetochores in bivalents and 
multivalents. Kinetochores may reorient from 0 to as many as 7 times 
before anaphase, but no reorientation has been observed following the 
onset of anaphase. On the average, syntelic kinetochores of univalents 
(see Fig. 23a, b) remain oriented to one and the same pole for about 
20 minutes (=1X); those in bivalents in which the syntelic kineto- 
chores of both members are directed to one pole (monopolar orienta- 
tion, see Fig. 24a) remain so for approximately 10 minutes (i.e. ~0.5 x ); 
corresponding dichiasmatic trivalents (see Fig. 26a) remain unchanged 
in orientation approximately 2—3 minutes (~0.1x). On the other 
hand, the rod of the ring plus rod trivalent (see Fig. 25c, d) remains 
without change in orientation ~3 x; the terminal members of linear 
‘ trivalents when oriented to the same pole as the middle member (see 
upper member in Fig. 25d or-lower member in b and e) remain without 
change ~6.x< ; all partners in V-shaped trivalents (see Fig. 26c) remain 
~9x; and finally in linear trivalents, the terminal member which is 
oriented disjunctionolly to the middle member (see upper members in 
Fig. 26b and e or lower member in d) remains continously oriented to 
its pole ~20x. The ring members in trichiasmatic trivalents (when 
oriented as in Fig. 25c, d), and the partners of cooriented bivalents 
(see Fig. 24b), exhibit stable orientation (i.e. cox). Thus the average 
time during which syntelic kinetochores remain continously oriented 
to one and the same pole depends on whether or not they lie in a uni- 
valent, or, if not, upon the positions of cohesion points (chiasmata) 
and valency of association, i.e. upon the interaction between the members 
of a pairing complex. Differences in reorientation frequencies between 
- kinetochores of sex chromosomes and autosomes have not been found. 

Nearly all of the possible patterns of orientation of bivalents and 
multivalents have been found, but the frequencies with which specific 
patterns occured are not those predicted on the basis of chance alone. 
If the possible modes of orientation for a given meiotic chromosomal 
association differ in their stability, then the principal modes of orienta- 
tion will be those which have the highest stability. Thus in metaphase, 
just before the onset of anaphase, no bivalents occured which had all 
kinetochores oriented to the same pole; likewise no trivalents occured 
in which all kinetochores were oriented to the same pole. V-shaped and 
rod shaped trivalents have about the same stability and occur with 


approximately equal frequencies. 
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5. Absolute length of spindle and duration of prometaphase-meta- 
phase may vary from cell to cell within moderate limits. The positions 
of chromosomes in individual cells may be compared by uniformly and 
proportionately transforming the raw data so that each case may be 
regarded as an event within a spindle of constant (viz. mean) length 
and constant (viz. standardized) prometaphase-metaphase duration. 
Such corrected positions of univalent X-chromosomes, bivalents, and 
trivalents are given in three-dimensional plots (Fig. 21, 22). In middle 
and late prometaphase-metaphase univalents with syntelic kineto- 
chores lie at a distance of 1 to 4 from that pole to which they are 
oriented, provided they have not just reoriented and are not moving 
to the opposite pole. During last third of prometaphase-metaphase 
an increasing number of univalents change to amphiorientation and 
enter the equator. A short time before the onset of anaphase two 
stable positions exist: that of the synoriented univalents located near 
a pole, and that of the equatorially located amphioriented univalents. 
The rare univalents which are not in one of these positions are without 
exception moving to the equator after late amphiorientation or to one 
pole after late reorientation (Fig. 21). Bivalents that have both members 
oriented to the same pole go to that pole and stay there until one kineto- 
chore reorients (Fig. 16). Most of the co-oriented bivalents lie in the 
equatorial region. The deviation from this position is most pronounced 
in early and mid prometaphase, during which some co-oriented bivalents 
may approach one pole as closely as univalents do; in late prometa- 
phase-metaphase all bivalents lie in the equatorial third of the spindle 
[ie. within + 4 of the equator (Fig. 21)]. The V-shaped and the rod 
and ring trivalents occupy positions distinctly nearer to that pole to 
which two members are oriented (Fig. 22). Again the deviation is more 
pronounced in early and mid prometaphase than in late prometa- 
metaphase, but on the whole it is less than in bivalents. The rod shaped 
trivalents are less markedly displaced from the equator, but the terminal 
kinetochore that is oriented to the same pole as the median kineto- 
chore approaches this pole as closely as the kinetochores of other tri- 
valents. Trivalents with one amphitelic kinetochore enter the equator. 

6. All prometaphase chromosomes move up and down within the 
spindle even when their kinetochores do not reorient. Three dimensional 
plots which show the distribution of velocities in relation to the stand- 
ardized prometaphase-metaphase duration are given in Fig. 20 for the 
four different chromosome types (III, =stable trivalents that do not 
reorient; III;,=instable trivalents that reorient 1 to 7 times; IIT= 
bivalents; I= univalent X-chromosomes). The high velocities of many 
univalents and of some instable trivalents (III;,) is due to the rapid 
movements which exhibit syntelic kinetochores after reorientation. But 
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even cooriented bivalents may reach high velocities (up to 2.4 u/min.) 
during the middle part of prometaphase. Univalent X-chromosomes 
attain following reorientation the mean velocity of 2.2+0.1 u/min; 
some reach velocities up to 4/min. Autosomal and Y-kinetochores 
move with similar velocities after reorientation, but they do not reach 
as high values as the kinetochores of X-univalents, because one kineto- 
chore of the trivalent opposes the movement. The average velocity 
during the most rapid part of anaphase movement of bivalent dyads 
is 0.8+ 0.1 u/min. Probably it increases with increased distance from 
the pole at the beginning of anaphase (Table 5). The kinetochore- 
to-pole distance is most unequal in the case of disjoining members 
of trivalents. The mean velocity of those partners which begin their 
anaphase movement at an average distance of 5.1 uw from the pole is 
0.5+0.1 u/min. They are significantly slower than partners which 
begin anaphase movements at an average polar distance of 13.7 yw. 
These exhibits a mean anaphase velocity of 1.2-+0.2 u/min. Thus the 
average velocity of univalents after reorientation is distinctly higher 
than the anaphase velocity even if corrected for the polar distance 
that univalents commonly have after reorientation and account is 
taken of the possibility that the attainable velocity after reorientation 
decreases in late prometaphase-metaphase. 


7. The hypothesis on the spindle mechanism proposed by Dietz 
(1958) is discussed with regard to the present findings. 
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I. Introduction 

X-ray irradiation has been used to study the structure of chromo- 
somes and to follow the time of their duplication. In the first division 
of the microspore of T'radescantia Sax (1941) was able to determine the 
period of transition from chromosome- to chromatid-type aberrations, 
a period which was later found to coincide with the incorporation of 
P®2 into the DNA of the microspore chromosomes (‘TAYLOR 1953). 

The fact that the resting-stage chromosome prior to duplication 
responds as a single entity to X-ray breakage appears to contradict 
accumulated cytological evidence that the mitotic chromosome at ana- 
phase is bipartite (NEBEL 1939, Swanson 1943, KaurMann 1948) and 
that the meiotic bivalent at metaphase is composed of eight half- 
chromatids (McCiintock 1938, HucHrs-ScHRADER 1940, CLEVELAND 
1949). The response of the interphase chromosome to X-rays becomes 
even more puzzling in view of the finding (CRousE 1954) that practic- 
ally all of the X-ray aberrations induced in lily at first meiotic meta- 
phase (MI), and detectable immediately thereafter at anaphase (AT), 
involve breaks and exchanges between half-chromatids. One would 
expect the half-chromatids at metaphase to be more closely associated 
than in the resting-stage nucleus. Puzzling also is a second fact revealed 
in the preliminary study on lily, namely, that although acentric chroma- 
tid fragments were found only very rarely, half-chromatid exchanges 
were numerous. Over the dosage range employed (10 r to 30 r) the 
frequency of such exchanges followed a linear relationship, 30 r of 
X-rays yielding approximately one bridge per cell. In other words 
the aberrations induced at MI involved only one of any two sister 
half-chromatids. At metaphase each chromatid is probably encased by 
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its own pellicle; it would seem more reasonable that X-ray breaks 
should involve sister half-chromatids rather than those encased by 
separate pellicles. It can be argued, of course, that both sister half- 
chromatids are broken at the same locus but held in place by the 
chromatid matrix or pellicle and not released as a fragment until telo- 
phase or interphase. The present study was undertaken with this 
specific question in mind and also to determine other aspects of the 
behavior at AII of microsporocyte chromosomes irradiated at MI. 
Included in the present study by way of comparison is the response of 
microsporocytes irradiated at MII and examined at AII. The entire 
study, of course, is directed towards a better understanding of chromo- 
some structure and the response of chromosomes to irradiation. 

I wish to thank Dr. ALEXANDER HOLLAENDER for the opportunity to work 
in the Biology Division at Oak Ridge and Professor J. HERBERT TAYLor in whose 


laboratory at Columbia University the lily studies originated and were sub- 
sequently pursued. 


II. Materials and Methods 


Lilium longiflorum (commercial variety ‘‘Croft’’) was chosen as 
material for study chiefly because of the extraordinary size and struc- 
tural clarity of its bivalents (see Figs. 1—7) and also because the 
excised anthers can be cultured from pachytene through AII without 
showing any adverse effects (TAYLOR 1950). 

The following experimental procedure was used throughout. 


1. Selection and handling of buds 


Each bud was selected tentatively on the basis of its length, use being made 
of the correlations between stage and bud length worked out by Taytor and 
McMastTEr (1954). The bud was dissected carefully and five of the anthers floated 
in 10 ml of Bonner’s solution (see TayLor 1950) contained in a small Petri dish. 
The tip of the sixth anther was smeared in aceto-orcein and diagnosed for stage. 
Only if the sampled anther showed meiotic stages no farther advanced than MI 
was the bud deemed suitable for AII analysis following irradiation at MI or 
diakinesis. For AI analysis four of the remaining anthers were usually irradiated, 
the fifth being kept as a control; for AII analysis all five anthers were irradiated, 
the control in these cases being anthers from unirradiated buds grown concurrently 
in the greenhouse. In every case great care was taken not to culture the anthers 
for any appreciable length of time prior to irradiation because such culturing was 
found to increase the microsporocyte sensitivity to X-rays. The entire operation 
of dissecting the bud and examining the sample anther usually took less than 
10 minutes. The anthers were irradiated within 20 minutes of the time of bud 
removal from the plant, and all exposures were made directly in the uncovered 
Petri dishes at room temperature. Control and irradiated anthers were kept in the 
Bonner’s solution at room temperature until they were fixed. For material rayed 
at Oak Ridge the room temperature was controlled at 22--23°C; for anthers 
rayed at Columbia University the room temperature was variable. In the experi- 
ments recorded in Table 3 chloramphenicol was substituted for Bonner’s solution. 
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2. X-ray treatment 


At Columbia University a G.E. medical-type instrument was used, the in- 
herent filtration of which is equivalent to 0.5mm of aluminium. The tube was 
operated at 75kv and 10 ma and delivered 40 r/min. The instrument used at 
Oak Ridge was a G.E. maxitron operated at 250 kv and 30 ma; the HVL (half 
value layer) of this machine is 
equivalent to 0.44mm of copper. 


3. Fixation and cytological 
study 

All anthers were fixed in 
Carnoy’s 3:1  ethanol-acetic 
and stored in this mixture in 
the freezing compartment of a 
refrigerator or in a deep freeze 
unit until they were smeared 
and stained in aceto-orcein. For 
AI analysis anthers were hy- 
drolyzed for 1 minute in 1 N 
HCl at 60°C prior to smear 
preparation; for AII analysis 
the hydrolysis time was exten- 
ded to 2 minutes. All slides 
were scored by the author 
except the ones prepared from 
the chloramphenicol-treated 
material (Table 6); these were 
scored by Mrs. Satty Yao LEE 
who also double checked many 
of the slides scored by the 
author. All scoring was done 
with a 50x oil immersion 
objective and 12.5x oculars. 

The longer the interval of 






we : alas. SE LS : 
Fig. 1. Photomicrograph of normal lily microsporo- ¥ aa b etween raying and anther 
cyte at end of AI. Polar view of aceto-orcein smear fixation, the greater the un- 
preparation. Note morphology of the twelve dyads certainty as to the stage of 
at each pole microsporogenesis _ irradiated, 

Because several investigators 

(LaCour and RutisHauseR 1954, OsTeRGREN and Wakonia 1954) have 
questioned the accuracy of the stages reported in our 1954 paper, we have 
given this problem considerable attention. Contrary to the belief of LaCour and 
RuTISHAUSER, the anthers to which we refer as ‘‘2 hrs”? were in MI and not in 
prophase at the time of exposure. Actually, anthers rayed only 30 minutes before 
fixation show half-chromatid bridges at mid-AI. The question raised by OsTER- 
GREN and Wakonice is more valid, namely, as to whether sporocytes analyzed at 
ATI, 8 hours after irradiation, were indeed in PII and not in MI at the time of 
treatment. It is now known that sporocytes in MI reach AII only after 12 to 
16 hours when the anthers are cultured at 22—23°C. No careful measurements 
have been made on anthers cultured at 28°C, the room temperature prevailing in 
May, 1953 when the preliminary observations on AII were made. Actually no 
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data on the second meiotic divisioi were included in our 1954 paper. The only 
statement made was in connection with the argument that the aberrations found 
at AI were bridges resulting from half-chromatid exchange and not from X-ray 
induced stickiness of matrix materia] ; the exact statement read as follows, “‘half- 
chromatid bridges are formed at Ail fully 8 hours after irradiation”’. 


III. Results 


The data accumulated in connection with this study will be presented 
so as to establish answers or partial answers to a series of questions 
regarding the X-ray effects on the condensed meiotic chromosome. 











&, 
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a i ; b 

Fig. 2a and b. Microsporocyte showing single pseudo-HTB at AI 2 hours after X-ray 
treatment. Compare with chromatid bridge in Fig. 5. a Photo. b Drawing of HTB. The 
half-chromatids have been slightly displaced at point of interchange for the sake of clarity 


1. The nature of the so-called half-chromatid bridge 

That X-rays induce aberrations on MI chromosomes which are 
detectable at AI can be seen clearly from the photomicrographs shown 
in Figs. 2, 3, 4, 6, and 8. All of these microsporocytes were fixed 
2 hours after irradiation. Similar figures occur when cells are examined 
only 30 minutes after treatment. 

The author’s interpretation of these aberrations, first presented in 
1954, is shown diagrammatically in Figs. 9, 10, and 11 and also in the 
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drawing in Fig. 2b. That the interpretation is open to some question 
will be taken up in the discussion of this paper. The half-chromatid 
bridge is readily distinguished from chromatid bridges (compare Figs. 2 
and 5) by the absence of an acentric fragment and by its peculiar 
2-side-arm shape. 





Fig. 3 Fig. 4 
Fig. 3. Microsporocyte at AI showing one ruptured HTB (scarcely detectable) and one 
persisting HTB believed to be of the fusion (true) dicentric type shown in the diagrams 
in Fig. 1 
Fig. 4. Microsporocyte at AI showing one ruptured HTB and another HTB still intact 


Whether the true dicentric half-chromatid bridge (see series 6 in 
diagrams in Figs. 9 and 10) occurs in lily is not absolutely certain, but 
the bridge shown in Fig. 3 is believed to be of this type. 


2. Time of induction of half-chromatid aberrations 


Aberrations exclusively of the half-chromatid variety are obtained 
at AI following irradiation of MI and late diakinesis (‘Table 1), whereas 
only chromatid aberrations are obtained at AI following irradiation of 
pachytene (CrovsE 1954). The intermediate stages yield both kinds of 
aberrations. The data in Table 1 show that late diakinesis (4 hours 
before AI) is about twice as sensitive as MI (2 hours before AI). 
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Half-chromatid aberrations have also been induced on fully con- 
densed chromosomes, at the second meiotic division 2 hours prior to 
AII (see Figs. 12 and 13). 
al — « 






Fig. 5 Fig. 6 


Fig. 5. Microsporocyte showing chromatid bridge and acentric fragment at ATI. 
Cellrayed at pachytene 


Fig. 6. Microsporocyte showing five half-chromatid bridges at AI two hours after X-ray 


treatment 








Wee 
Fig. 7 Fig. 8 
Fig. 7. Microsporocyte at AII showing one HTB persisting from AI and one 
seconddivision HTB with unequal side arms. Cell rayed at MI 
Fig. 8. Microsporocyte at AI showing HTB with unequal side arms 


3. The chromosomes involved in half-chromatid aberrations 
In lily where most of the bivalents have sub-terminal centromeres 
(see Fig. 1) it is not easy to distinguish between homologous and non- 
13* 
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Table 1. Microsporocytes rayed at either MI or late diakinesis and scored at AI 


Haif-chromatid bridges (HTB) and acentric fragments (Ac F) were only 
aberrations found. 





















































Hrs. Total | yop. a 
ee Slide oe mal | Ac F HTB per cell 
y |diation somes 1 2 3 4 
5 2 OR 3 —11]120] 1440]105] O [13] 3);0]0 19/120 = 0.16 
5 2 —2 78 936 | 66] 2 9} O| 1 | OF} 12/78 =0.16 
5 2 3 91! 1092] 80} O |10)} 1)}0] 0 12/91 =0.14 
5 2 —+4 72 864 | 62] 0 9; OJ 1]; 0 12/72 =0.16 
5 2 OR 23 —l 94,1128] 78] O |16) 0; 0) 0 16/94 =0.17 
5 2 —2 | 205 | 2460] 171] O [31] 3} 0/0] 37/205=—0.18 
5 2 OR 44 B—1 rj 924} 64] O {12} 1/0] 0] 14/77 =0.18 
5 2 OR 24 A—1 | 144 | 1728] 118] O [23| 3} 0 | 0] 29/144—0.20 
5 2 OR 1 —1 | 324 | 3888 | 283] O [38] 3/0] 0] 44/324—0.14 
5 2 OR16 —l 71 852 | 61] O |10; 0; 0; O07 10/71 =0.14 
5 2 C 3 —1 | 235 | 2820]195] O |40) 0) 0] 0] 40/235—0.17 
5 2 —2 | 226 | 2712 |193] O [33] 0} 0] O] 33/226—0.14 
5 2 —3 87 | 1044 208 OO: 497) O1-O.8 17/87 =0.20 
5 2 Cl 5 —1 ]| 135] 1620]116] O [18/ 1/0] 0] 20/1835=0.15 
5 2 c30 —1 50 600 | 43] 0 6} 1/0) 90 8/50 =0.16 
5 4 Cl —1 1] 133] 1596] 97] O |28| 7] 1) O]| 45/133 =-0.34 
10 2 OR 2 —1 38 456 | 29] 0 7| 2}0;] 07 11/30 =0.30 
10 2 —2 72 864 | 57] O 8} 4/3] 0] 25/72 =0.35 
10 2 —3 73 876 | 54] O |17) 2} 0]0] 21/73 =0.30 
10 2 OR29 —l 81 972 | 587 O [22] O| 1] Of 25/81 =0.30 
10 2 —2] 46 552 | 36] 0 9} 1/0/00 11/46 =0.24 
10 2 OR 24 B—1 | 410 | 4920 | 302] O |96/12] 0 | 0 | 120/410—0.29 
10 2 OR 44 A—1 81 972} 50] O }28; 3/0] 0] 34/81 =0.41 
10 2 OR 5 —l 95 | 1140] 69] O |24; 2} 0) 0] 28/95 =0.29 
15 2 C34 —11]113] 1356] 77] O |24/10} 2] 0] 50/113=0.44 
15 2 —2 | 203 | 2436 | 130] O [60/12]; 1] 0] 87/203=—0.43 
15 4 3s 56 672 | 23] O }20;11} 2|]0] 48/56 =—0.85 
15 4 —4 |178 | 2136] 65] O |75)27/10 | 1 | 163/178=0.92 
15 2 OR33 —I1] 100] 1200] 65] 1 [27] 8| 0] 0] 43/100—0.43 
20 2 OR48 —l1 50 600 | 28] O 17] 5/0] Of 27/50 =0.54 
20 2 . —2 1138] 1656] 78] O /47/12| 1] 0] 74/138=0.54 
20 2 —3 | 218 | 2616 | 121] O |64/32) 0 | 0 | 128/218=—0.58 
20 2 OR40 —1 |] 114] 1368] 59] O |40/14/ 1] 0] 71/114=—0.62 
20 2 —2 83 996; 45] 3 }27] 7) 4)0; 53/83 =—0.63 
20 2 OR 14 —1 | 239 | 2868 | 12 O |76)/32] 2 | 2 | 154/239 —0.64 
20 2 OR41 —1 {131 | 1572] 66] O [52/13/ 1 | OF 81/131—0.62 
20 2 —2 | 141 | 1692} 74] O |49/16/ 1) 1 88/141 = 0.62 








homologous half-chromatid 


bridges. The diagrams in Figs.9 and 10 


portray exchanges within a bivalent. Only very rarely has it been 
possible to identify with certainty non-homologous bridges at AI or 
at AII (see Fig. 16) following MI or diakinesis irradiation. On the 
other hand, non-homologous bridges at AIT are much more frequent 
(Fig. 12 and Table 2) when the cells irradiated are in MII. This differ- 
ence is surely to be explained in terms of comparative structure of the 
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Table 2. Microsporocytes rayed at MII and scored 2 hrs. later at AII 
Half-chromatid bridges (HTB) were the only aberrations found. 











Total Half-chromatid bridges 
Nor- 
Dose Slide — chro- mal Non- Homo- Arms HTB per cell 
Fac Feri cells homo- |logy un-| very 
r ' logous certain | unequal 
* ie 70 
15 | OR10—1 347 4164 269 4 55 11 347 = 0.20 
83 
20 | OR30—1 | 284 | 3408 | 211 3 71 9 o94 = 0.29 
2] 132 |e] 93 | 0 40 2 Pa — 0.29 
pees 77 
20 | OR11—1 | 298 | 3576 | 230 5 62 10 298 = 0.26 
F 24 
—2 116 1392 94 1 20 3 116 = 0.21 


























meiotic bivalent and dyad. In the latter the chromatids are widely 
separated, and non-homologous dyads have considerable contact with 
each other (see Fig. 20). These two differences probably account also 
for the great inequality in the 
side arms of many of the half- 
chromatid bridges found at 
AII 2 hours after irradiation 
(Figs. 12 and 13). 


Table 3. Summary of microsporocytes rayed 
at MI and scored two hours later at AI 
Only half-chromatid bridges (HT B) and 

acentric fragments (Ac F) were found. 





Total HTB 
Dose} Total Total | Total 
4, X-ray dosage and frequency , | cells chromo- | HTB | AcF | Per 


of half-chromatid bridges 




















: 5 | 2009 | 24108 323 2 0.16 

The frequency of bridges 10| 906] 10782 | 925 | 0 | om 
found at AI following MI 15 416 4992 180 1 0.43 
398 3 0.59 


irradiation (see Table 3) shows 20| 678| . 8136 
almost a perfect linear rela- 

tionship to dosage. over the range studied (5r to 20 r). Moreover, this 
curve practically coincides with the one obtained in the 1954 study 
where the range 10 r to 30 r was examined; the 10 r point on that curve 
' was 0.33 HTB/cell and the 30 r point was 1.00 HTB/cell. 

At AII, 2 hours after irradiation, too few cells over too narrow a 
range have been examined to allow any statement regarding dosage 
relationship. : 

Whether the frequency of half-chromatid bridges found at AII, 
following irradiation of late diakinesis or MI, shows a linear relationship 
to dose is unknown. Not enough of these cells have been scored (Tables 4 
and 5). Moreover the scoring is very difficult and probably subject to 
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Fig. 9. Diagrams showing two kinds of half-chromatid exchange which will yield half- 
chromatid bridge (HTB) at AI. The a series of diagrams follows the fate of a reciprocal 
exchange (pseudo) bridge, and the 6b series the fate of a fusion (true) dicentric bridge at 
AI, AII, and the first microspore division. It is assumed in both series of diagrams that 
the HTB is broken at AI at only one locus. Dotted line represents position of mechanical 
breakage at AI 
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Fig. 9, continued 


considerable error; the spindles are small and the chromosomes rela- 
tively long; also considerable confusion is produced by the chromatid 
aberrations which are revealed at this time and also by the partially 
persisting half-chromatid bridges left over from the first division. 


5. Comparison between aberrations found at AI and AII 
following MI irradiation 
There are differences to be noted both in kind and frequency of 
aberrations encountered at AI and AII following irradiation of late 
diakinesis and MI. \ 
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Fig. 10. Diagrams similar to those in Fig. 1 but showing HTB formation not at AI but at 
AII when sister centromeres undergo disjunction 








At AI, as pointed out earlier, with the exception of very rarely 
observed acentrics (Table 1), only half-chromatid bridges are encoun- 
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Fig. 10, continued 


tered. At AIT, on the other hand, the acentrics are much more numer- 
ous, chromatid bridges with accompanying fragments are found (Fig. 15), 
and non-staining “gaps” occur along the chromosomes (Fig. 18). The 
exact nature of the “gaps” is unknown but they probably represent 
some form of subchromatid X-ray breakage. Such “gaps” are never 
encountered at AII when the chromosomes are irradiated at MII (see 
Fig. 17). ; 

The occurrence of acentric fragments and chromatid bridges at AIT 
is a matter of considerable importance in arriving at an answer to the 
question raised at the beginning of this paper; namely, whether both 
sister half-chromatids at late diakinesis or MI may be broken at the 
same locus by X-rays. 
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That chromatid bridges appear at AII is indisputable. Their exact 
frequency in lily, however is almost impossible to determine. For 
example, the bridge shown in Fig. 19, and classified in Tables 4 und 5 as 
“TB and F” might indeed be a nearly terminal half-chromatid bridge 


Table 4. Microsporocytes rayed at either MI or late diakinesis and scored at AII 


Aberrations include acentric fragments (Ac F), chromatid bridges with accom- 
panying fragments (TB and F) and half-chromatid bridges (HTB). 












































g Hrs. Total 
Nor- TB HTB AcF] TB |HTB 
8 yon Slide —_ — mak Ac F] and pact per }| per 
> |diation somes cells F 1 213 cell | cell | cell 
5 | 16 OR 44 B—2 | 110} 1320 | 101 2 2 5| 0 | 0 10.02} 0.02 | 0.05 
5 |] 16 —3 64 768 | 53 5 2 6] 1 | 0 [0.08] 0.63 | 0.12 
5 | 16 —4 86 | 1032 78 3 3 6| 0 | 0 [0.04}0.04 10.07 
5 | 16 —5 | 66] 792); 56] 3] 2 4] 0 | 0 10.04] 0.03 | 0.06 
10] 17.5 |OR 2 —4] 112] 1344 89] 13 2 9/1 | 0 0.12}0.02}0.10 
10 |. 17.5 —B5 | 180] 2160 | 144] 19 6 116] 1 | 0 |0.11]0.03]0.10 
10 | 17.5 —6 | 346 | 4152 | 299] 20 | 10 |26/ 1 | 0 |0.08/0.04]0.08 
10 | 17.5 —7 | 230] 2760 | 202] 14 5 117] 0 | O |0.06]0.02 | 0.07 
10 | 16 OR 44 A—2 | 116] 1392 93 9 4 |11] 0 | 0 |0.08]0.03 | 0.09 
—3 92} 1104] 67] 10 3 112] 0 | O {0.10]0.03 | 0.13 
—4 56] 672] 41 3 1 10] 0 | O |0.06]0.02 50.19 
5 94 | 1128 75} 10 1 7] 1 | 0 |0.10]0.01 | 0.09 
10 | 19 OR 24 B—2 | 106] 1272] 95] 4 1 6| 0 | 0 [0.05] 0.01 | 0.06 
—3 | 116] 1392 |] 90] 11 5 9} 1 | 0 |0.09} 0.04 | 0.09 
20 | 16 OR40 —3 58 696 30} 16 5 |17| 2 | 0 |0.27]0.09 0.36 








Table 5. Summary of microsporocytes rayed either at MI or late diakinesis and 
scored at AII 





, Total Total 
Dose | Total | ohromo-| normal F per cell TB and F HTB per cell 
r = somes cells per cell 





5 326 | 3912 288 13/326 =0.04 | 9/326 =0.03] 23/226 =0.07 
10 | 1448 | 17376 | 1195 | 113/1448=0.08 | 38/1448 = 0.02 | 133/1448 = 0.09 
20 58 696 30 16/58 =0.27| 5/58 =0.09] 21/58 =0.36 




















together with an acentric derived from unrelated breakage. On the other 
hand the type of bridge shown in Fig. 15, the very short dicentric 
accompanied by a long acentric, is unmistakably a chromatid bridge. 
The mode of origin of the chromatid bridges found at AII is prob- 
lematic. One possibility is that they arise not from X-ray breakage but 
from the fusion of broken chromatids derived from mechanical rupture 
at AI of half-chromatid bridges. For instance, in each TI nucleus 
derived from microsporocytes like the one shown in Fig. 6 there would 
be five broken chromatids (assuming that none of the AI bridges 


have been obtained at ony 
"AII. Such was not the  _>_<7] “4 

: 4 t 
case. Instead, bridges ond Yy 
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persists). The fate of such mechanically-ruptured chromatids in maize 
has been carefully investigated by McCurnrock (1938). In her case 
double dicentrics at AI were produced by 4-strand double crossing- 
over within a long inversion on the fourth chromosome, and hence the 
‘roken chromatid ends entering the same nucleus were in very close 
proximity, much closer than the broken ends in lily derived through 
rupture at AI of non-homologous chromosomes. Nevertheless the bro- 
ken chromatids in maize did not fuse with each other; if they had, 
dicentric bridges would x 


were obtained in the first 
microspore division, indi- 
cating that at the broken 
chromatid end there had 
been a fusion between 
sister  half-chromatids. TA 
Such a scheme has been 

adhered to in Fig.9 in 


following the fate of half- XY a 
X Pa 

chromatid bridges rup- Ny, v(| s+ 

tured at AT in lily. X NN _ 


If the conditions in 


lily e similar to those Fig. llaand b. Diagram showing pseudo- and true-HTB 
in maize, the question at AI as they appear in the spiralled configuration 





arises as to how the chro- 

matid bridges originate at all, even if it is assumed that X-rays break 
both sister half-chromatids. For, following such an event, a fusion of 
the half-chromatids should occur; and the result would be a dicentric 
bridge, not at AI or AIT but at the first division of the microspore. 


There are two other possible ways to explain the chromatid bridges 
at AIT: (1) to maintain that the microsporocytes were irradiated at a 
stage of development later than MI, perhaps as late as interphase; 
(2) to maintain that a stage earlier than MI, perhaps early diakinesis 
or late diplotene had been irradiated. 


The first of these two possibilities does not seem likely because all 
of the anthers included in Table 4 were cultured a minimum of 16 hours 
subsequent to irradiation. Moreover, only those buds were used for 
AII study whose anther sampled at the time of raying showed no cells 
later than MI and whose anther sampled after 2 hours of culturing 
showed no stages later than AI. 
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Fig. 12a Fig. 13a Fig. l4a 


Fig. 14b 


Fig. 12b 


Fig. 13b 


Fig. 12a and b. Microsporocyte at AII showing nonhomologous HTB with unequal side 
arms. Fixation two hours after irradiation. a Photo. b Drawing of HTB 


Fig. 13a and b. Microsporocyte at AII showing homologous HTB with unequal side arms. 
Fixation two hours after irradiation. a Photo. b Drawing of HTB 


Fig. 14a and b. Microsporocyte at MII showing the condition of coiling and chromatid 
association found normally at this stage. a Photo. b Drawing of three dyads 





—— 
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The second alternative is probably the correct explanation; i.e., 
breakage of chromatids prior to their division into half-chromatids. 
The only kinds of dicentrics expected to yield bridges at AII would 
involve X-ray breaks on sister chromatids proximal to the first chiasma 
of the bivalent. In other words, the dicentric would be short and the 
acentric quite long, the kind of chromatid bridge shown in Fig. 15. 

1 eet ee les 


Pee 








Fig. 15 Fig. 16 
Fig. 15. Microsporocyte at AII showing chromatid bridge and long acentric fragment 
(extreme left). X-ray break induced at diakinesis very near centromere on both chromatids 
involved in aberration. Uncertain whether bridge involves nonhomologous chromosomes 
or homologues. Fixation 17'/, hours after irradiation 


Fig. 16. Microsporocyte at AII showing nonhomologous HTB with unequal side arms. 
Cell rayed at MI and fixed 17'/, hours later 


The difficulties encountered in scoring the slides recorded in Table 4 
have already been mentioned. In view of the discussion above regarding 
the mode of origin of the chromatid bridges, cells like the one shown in 
Fig. 19 should have been scored as a half-chromatid bridge and an 
acentric fragment. In other words, not only is the frequency of chro- 
matid bridges given in Tables 4 and 5 too high, but the frequency of 
acentric fragments is too low. 

The question now arises as to whether the acentric fragments actu- 
ally represent breakage by the X-rays of sister half-chromatids at the 
same locus and subsequent release of the deletion following interphase. 
Two other possible sources of acentrics must be considered: (1) frag- 
ments arising from mechanical breakage at AI of half-chromatid bridges 
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and (2) chromatid breaks induced by the irradiation at early diakinesis 


or late diplotene. 








Fig. 19 


Fig. 17. Microsporocyte at AII 2 hours after irradiation. 
A single HTB with equal side arms 


Fig. 18. Microsporocyte at AII showing ‘“‘gaps” along 
chromosome arms. Cell rayed at late diakinesis 


and fixed 17'/, hours later 


Fig. 19. Microsporocyte at AII showing chromatid 
bridge and fragment. Cell rayed at late diakinesis 
and fixed 17'/, hours later 


Fragments originating in the first manner are believed to be negli- 
gible. Study at TI of the behavior of half-chromatid bridges induced 
at MI reveals that practically all of them break at one point as indicated 
in Figs. 9 and 10 and as shown in Figs. 3 and 4, leaving no acentric frag- 


—— 
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ments until the first division of the microspore; a few persist until 
second division; and very rarely a bridge is ruptured at two points — 
leaving the 2-side-arms of the bridge as a fragment. Such fragments 
are very distinctive and were not included in the data in Tables 4 and 5. 

Whether any of the acentrics recorded in Tables 4 and 5 originated 
in the second manner is dubious. It is likely that many of the single 
chromatid breaks induced at diplotene or early diakinesis undergo 
restitution; and those which do not, should appear as deletions at AT. 

Whether the probability of breaking two sister half-chromatids at 
the same locus equals the probability of breaking two non-sisters is 
unknown. Assuming that they are equal, the expected ratio of acentrics 
at AII to half-chromatid bridges at AI is 4:48 or 1:12. For the 10r 
dosage (Tables 4 and 5) an appreciable number of cells was scored. 
These data give 13/1448 = 0.08 acentrics/cell. The same buds (Table 1, 
OR2, OR44A, OR24B) at AI showed 211/563 = 0.37 HTB/cell. Because 
of the errors in classification of AII bridges, the recorded frequency of 
acentrics is undoubtedly too low. Assuming that all of the chromatid 
bridges had been misclassified, the acentrics would reach an upper 
13+ 38 
1448 — 
half-chromatid bridges at AI. The spontaneous occurrence of acentrics 


in control anthers showed only 3 acentrics at AIT in 1120 cells, a fre- 
quency of less than 0.003. The high frequency of acentrics found at 
AIT is taken to mean that not only do the X-rays induce breakage on 
both sister half-chromatids at the same locus, but the probability of 
such an event is considerably greater than that leading to breakage of 
two non-sister half-chromatids. 

Although we have no basis for calculating the expected relative 
frequency of acentrics at AII to half-chromatid bridges at AI, the 
frequency of acentrics should be linear with dose. The data in Table 5 
are too poor to warrant a comparison. 

Another comparison to be made is the frequency of half-chromatid 
bridges at AI and at AIT following irradiation of diakinesis or MI. This 
comparison is an important one, for theoretically if the half-chromatid 
aberrations are caused by the alteration of chemical linkages which are 
of a transient nature and related to the chromosome cycle, then the 
bridges at AII might be considerably less frequent than expectancy. 
Assuming that the altered chemical bonds which lead to half-chromatid 
exchange and fusion are not transient, the relative frequency of bridges 
at AI and AII can be estimated. At best this estimate may involve 
considerable error, for the chiasma frequency can be only roughly 
approximated and it is not known whether chromatid exchange is 
random in lily. Nevertheless a model of one of the rod-shaped bivalents 
at late diakinesis or MI can be constructed. In so doing it will be 


limit of = 0.35, a frequency approximately equal to that of the 
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assumed that there are two chiasmata involving all four chromatids. 
Because there is probably little or no terminalization of chiasmata in 
this genus the exchange (or fusion) of half-chromatids. belonging to 
non-sister strands (i.e., homologues) would be limited spatially to the 
points of contact between such strands, namely, to the chiasma sites 
(as a matter of simplification the four chromatids are shown in parallel 
association in the diagrams in Figs. 9 and 10). Hence, practically all of 
the half-chromatid exchanges should involve sister strands. Of these 
exchanges the one located between the centromere and the first chiasma 
should give a bridge at AII, those between the first and second chias- 
mata a bridge at AI, and those distal to the second chiasma a bridge 
at AII. As an approximation, half of the exchanges between non-sister 
strands will give bridges at AI and half at AII. With this model in 
mind, then, and assuming that the frequency of half-chromatid ex- 
changes is proportional to chromosome length, it would appear that the 
nuinber of bridges at AIT should exceed the number found at AI. An 
additional factor has to be taken into account, however, in making 
their comparison, namely the number of chromatids in the nucleus. At 
AI there are twice as many chromatids. With all these considerations 
taken into account, the frequency of bridges at AII should be con- 
siderably greater than 50% of the AI frequency. The actual data 
(Tables 1 and 6) for 10 r give a value of 211/563 = 0.37 for AI and a 
value between 0.09 and 0.12 for AII. The data do not agree with ex- 
‘pectancy, but the difference is not sufficient to give a decisive answer 
to the question of whether the altered chemical linkages leading to half- 
chromatid aberrations are of a transient or partially transient nature 


(see Discussion). 


6. Comparison between aberration induced at MI and MII 

Essentially the same result is obtained when fully condensed MI or 
MII chromosomes are irradiated and examined at anaphase two hours 
later (Tables 1, 2, and 3). Half-chromatid bridges are the only kind of 
aberration found. The frequency of acentrics is no higher than that obser- 
ved in control anthers. The only differences lie in the frequency of bridges 
and the chromosomes involved. The latter difference has been described 
-above in section 3 and attributed to structural aspects of dyad and 
bivalent. The frequency of bridges per cell at AI for 15r and 20r 
(Table 3) are 180/416 = 0.43 and 398/678 = 0.59 respectively. The fre- 
quency of bridges per cell at AII (Table 2) for the same dosages are 
70/347 =0.20 and 226/830 =0.27. In other words, when expressed as 
half-chromatid bridges per cell the frequency at AI is approximately 
twice that at AII. If expressed as half-chromatid bridges per chromatid, 
however, the values would be approximately equal. 
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7. Chloramphenicol effect on X-ray induced half-chromatid aberrations 


It is not known whether the shift from the chromatid to the two- 
half-chromatid condition is related to a change in spatial relations of 
pre-existing units or to a synthesis of new material. If it is the latter, 
DNA is most certainly not involved (TayLor and McMaster 1954). 
That proteins might be involved is a possibility (TayLor 1959). For 
this reason anthers were treated for varying lengths of time with chlor- 
amphenicol prior to, during, and subsequent to X-ray treatment. 


Table 6. Comparison between anthers irradiated in Bonner’s solution and those in 
chloramphenicol following chloramphenicol pretreatment (300 y/ml) 
Anthers rayed at MI and scored 2 hrs. later at AI. Half-chromatid bridges 
(HTB) were only aberrations found. 





Total Normal 























Control Chloramphenicol = chromo- cells HTB HTB per cell 
somes 

BONNER a 108 1296 87 21 21/108 =0.20 
i Pretreated 15 min | 1816 | 21792 1470 364 | 364/1816 —0.20 

BoNNER —— 1162 | 13944 882 289 | 289/1162 —0.23 
— Pretreated 50 min | 1242 | 14904 974 307 | 307/1242 —0.24 ° 

BoNnNER a 131 1572 13 13/131 =0.10 
= Pretreated 60 min | 1286 | 15432 1057 242 | 242/1286=—0.19 

BONNER — 459 5508 287 210 | 210/459 =0.45 
~- Pretreated 90 min | 671 | 8052 418 | 288 | 288/671 —0.43 


The data are presented in Table 6. There are four comparative sets 
of data, the comparison being between anthers floated and irradiated 
in Bonner’s solution and those floated and irradiated in chloramphenicol. 
Within any one comparative set, anthers from the same bud were used, 
all anthers being excised and irradiated at exactly the same time. Thus, 
for the set of data designated “‘Pretreated 90 min” the experiment was 
conducted as follows. Upon dissection of the anthers from the bud, 
three of them were floated in Bonner’s, three in chloramphenicol. At 
the end of 90 minutes all six anthers were X-rayed simultaneously. The 
anthers were then allowed to stay in their respective solutions until 
two hours later at which time they were fixed. The first three sets of 
anthers were rayed at 5r, the last set at 10 r. There are no differences 
in aberration frequency between the anthers rayed in Bonner’s and 
those rayed in chloramphenicol. The rather high sensitivity of all the 
anthers in the 10 r set (compare with the 10 r data in Table 3) is prob- 
ably to be attributed to the 90 minutes of culturing prior to irradiation. 
The negative results obtained in this experiment may be explained in 
one of several ways: the chloramphenicol may not have penetrated the 
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anther wall; the shift from the chromatid to the two-half-chromatid 
condition may involve no synthesis of new material, or the salient 
material added to the chromosome at this time may be non-protein 
in nature. 


IV. Discussion 


The history of X-ray induced half-chromatid aberrations extends 
over a period of twenty-five years. NEBEL (1939) was the first investi- 
gator to report half-chromatid breaks in irradiated material, and Swan- 
son (1943) was the first to report half-chromatid exchange. In both 
cases the aberrations were of sporadic occurrence. In 1954 we concluded 
that practically all of the aberrations induced by X-rays at first meiotic 
metaphase in Lilium longiflorum involved half-chromatid breakage and 
exchange and that the frequency of the half-chromatid bridges observed 
at anaphase, two hours after irradiation, behaved as a linear function 
of X-ray dose. 

The half-chromatid bridge, with its diagnostic 2-side-arm configura- 
tion, had been observed previously by DARLINGTON and LaCour (1945) 
and by Haque (1953) in their radiation studies on meiosis, but in both 
cases the bridge was considered to be the result of an X-ray induced 
. stickiness or an “error of reproduction”. Later, in radiation studies on 
the endosperm of Scilla, LaCour and RuTISHAUSER (1953, 1954) ac- 
cepted the bridge as evidence of sub-chromatid breakage. 

Our interpretation of the X-ray induced 2-side-arm bridge as evidence 
of half-chromatid breakage and exchange has recently been accepted by 
a number of investigators. Working on related genera they have been 
able to confirm and extend the results obtained on lily. Sax and Kine 
(1955) have worked chiefly on the first microspore division of T'rades- 
cantia and also on the first meiotic division and mitosis in the root 
tip of the same plant. Mrrra (1955) has made extensive studies on the 
first meiotic division in lily. Wruson, SPARROW, and Ponp (1959) have 
examined both the meiotic and microspore divisions in Trillium. 

OsTERGREN and Wakonie (1954) have challenged our interpretation. 
In an attempt to test the validity of half-chromatid exchanges they 
studied the combined effects of coumarin and colchicine on Allium 
roots. They argued that half-chromatid exchanges induced in the 
X, cell generation should appear as chromatid exchanges in the X, 
(tetraploid) cell generation. They failed to obtain a positive result. 
Their data are so meagre and presented in such a manner, however, that 
it is difficult to evaluate the failure of their experiment. In a sample of 
37 tetraploid cells showing coumarin effects, only one configuration 
(quadriradial) was found which could possibly represent a chromatid 
interchange whereas ‘‘more than a hundred recognizable chromosome- 
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type interchanges”’ were observed. It is pertinent to inquire whether the 
sample of tetraploid X, cells did indeed represent derivatives of coumarin- 
affected X, cells. This is not easy to judge because the investigators 
fail to cite the percentage of cells in the X, (or in the X, generation) 
showing coumarin effects or the frequency of coumarin-induced ‘‘pseudo- 
chiasmata” (half-chromatid interchanges) in the X, cell generation. 


The problem of the half-chromatid has gained new interest in the 
light of recent autoradiographic studies by TayLor (1957, 1958b) which 
indicate that the resting stage chromosome prior to duplication is com- 
posed of two strands and that the structure of the newly-duplicated 
chromosome can be represented diagramm- 
atically as shown in Fig. 20..It consists of 
duplexes, each duplex in turn being com- 











posed of a ‘‘new” and an “old” strand; more- 
over, the two strands possess a structural 
dissimilairty or complementarity indicated 
by the arrows in the diagram. If these strands 
are now considered equivalent to half-chro- 
matids, we can examine the results produced 
by exchanges and fusions. The exchange 
type of bridge (pseudo), first recognized in 


Fig. 20. Diagram of the struc- 
ture of a newly duplicated 
chromosome according to the 
autoradiographic studies of 
TAYLOR (1958).-‘* Old” strands 
represented in_ solid lines, 
“‘new” strands in broken lines. 
Arrows indicate a structural 
difference between the two 
strands of each duplex 





lily, would always involve a new and an old 

strand (direction of arrows must be heeded in making exchanges or 
fusions). This kind of bridge would not have yielded dicentric chro- 
matids in the tetraploid cells examined by OsTERGREN and WaKkonic. 
The fusion bridge (true) may or may not occur in lily but it has been 
found in Trillium by Witson, SPpaRRow and Pond (1959). This type 
of bridge would always involve fusion between two old strands or two 
new ones. In other words, it appears that X-rays can break either the 
old strand of the chromosome duplex. 


The relations of the chromosome duplex to the chromatid and to 
the half-chromatid are not altogether clear. The transition from chromo- 
some- to chromatid-type aberration (Sax 1941, Mirra 1958) coincides 
with DNA replication in the microspore (TaAyLoR 1953) and in the 
microsporocyte (TayLor 1958a, 1959). It is known also that the syn- 
thesis of histone in the chromosome coincides with DNA replication 
(BLocu and GopMAN 1955; Ds, in press). Whether the shift from the 
chromatid to the two-half-chromatid condition involves a change in 
spatial relations of pre-existing units or a synthesis of new materials. 
is not known. Certain chemical components are incorporated into the 
meiotic chromosome up through late diakinesis; these include the in- 
corporation of glycine-C'* into the nonhistone fraction (TayLor 1959) 
14* 
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and cytidine-H? into the RNA (TayLor, unpublished studies on grass- 
hopper spermatocytes). 

At the present time we do not have a chromosome model which will 
reconcile all the data from classic and radiation cytology with the newer 
data from electron microscopy (Ris 1957) and those dealing with the 
structure and replication of DNA (MESELSON and SranHL 1958). Why 
the resting stage chromosome (duplex) prior to duplication responds as 
a single entity to X-ray breakage remains unanswered. Unsolved also 
is the problem of why certain investigators (OSTERGREN and WaxkonI@) 
have failed to observe the conversion of half-chromatid exchanges inte 
chromatid exchanges. It may well be that half-chromatid aberrations 
involve temporary chemical bonds along the chromosome which are 
automatically ruptured during the course of an ordinary mitotic inter- 
phase. These problems and the matter of chromosome models have been 
considered in detail by Taytor (1958c); his excellent discussion is 
recommended to the reader. 


Conclusions 


The following X-ray studies have been conducted on the micro- 
sporocyte chromosomes of Lilium longiflorum: 

1. Chromosomes irradiated at late diakinesis or MI and examined 
2 hours later at AI and also 16—19 hours later at AII. 


2. Chromosomes irradiated at MIT and examined 2 hours later at AII. 


3. Chromosomes irradiated at MI following varying intervals of pre- 
treatment with chloramphenicol. 


The following conclusions have been reached: 


1. Chromosomes irradiated at MI and MII respectively yield only 
halfchromatid aberrations 2 hours later at AI or at AII. The frequency 
of aberrations per chromatid is approximately the same in both cases. 


2. The frequency of half-chromatid aberrations induced at MI and 
scored at AI shows a linear relationship to X-ray dose. 


3. Chromosomes irradiated at MI and examined at AII yield acentric 
fragments and chromatid bridges in addition to half-chromatid bridges. — 
Because of the high number of chromosomes and the small size of the 
second meiotic spindle in lily, analysis at AII is far from satisfactory. 
The cells scored at AII are very few and the data subject to considerable 
error. Nevertheless, the high frequency of acentrics found at AII 
supports the view that X-rays can break both sister half-chromatids at 
the same locus at MI; the acentric fragment is not released until telo- 
phase. Moreover, the data suggest that the probability of breakage of 
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two sister half-chromatids at the same locus exceeds the probability of 
breakage of two non-sister half-chromatids. 


The frequency of half-chromatid bridges observed at AII, following 
irradiation at late diakinesis or M1, is lower than expectancy. 


4. The chloramphenicol treatments applied did not alter the fre- 
quency of half-chromatid bridges at AI following irradiation at MI. 
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ACHIASMATISCHE SPERMATOGENESE 
BEI DER SKORPIONSFLIEGE PANORPA (MECOPTERA)* 


Von 
Fritz-HEetmMut ULLERICH 
Mit 14 Textabbildungen 
(Eingegangen am 19. Dezember 1960) 


I. Einleitung 

Achiasmatische Meiosen sind wiederholt Gegenstand cytologischer 
Untersuchungen gewesen und erlangten besondere Bedeutung durch die 
bei einigen Objekten nachgewiesene Parallelitat von fehlendem Faktoren- 
austausch und dem Ausbleiben der Chiasmenbildung. Am haufigsten 
wurde die chiasmenfreie Meiose bei Insekten untersucht, ist dort aber 
bisher nur von wenigen Ordnungen bekannt und mit Sicherheit nur 
bei einigen Mantiden-Arten und zahlreichen Dipteren nachgewiesen 
worden. 

Mit dem Befund Bavers (1946a) iiber das Auftreten von Chiasmen 
im 2 und ihr Fehlen im 3 der Skorpionsfliege Panorpa communis wurden 
erstmals bei einer Mecoptere achiasmatische Meioseprozesse festgestellt. 
Da eine ausfiihrlichere Darstellung dieser Verhaltnisse bisher fehlte, 
erschien es wiinschenswert, entsprechende Untersuchungen wiederauf- 
zunehmen und auf weitere Arten auszudehnen!?. 


Uber die Cytologie der Mecopteren, zu denen die Familien Meropidae, Panor- 
pidae, Boreidae und Bittacidae gehéren, ist nur wenig bekannt. Von den beiden 
letztgenannten Familien wurde bisher nur jeweils eine Art untersucht; beide Arten, 
Boreus humeralis (Cooper 1951) und Bittacus italicus (MaTttHEY 1950), bilden 
Chiasmen in der Spermatogenese. Fiir die Panorpiden liegt auBer einer alten Studie 
von Carnoy (1885) eine eingehendere Arbeit von NavitLE und DE BEAUMONT 
(1934) vor, in der die Reifeteilungen im g von P. communis, P. alpina, P. cognat 
und P. germanica beschrieben werden. Ihre Darstellung beginnt mit der Meta- 
phase I und konzentriert sich auf den Nachweis der XO-Heterogametie der 3d, 
so daB die Prophasestadien unberiicksichtigt und die achiasmatische Paarung der 
Bivalente daher verborgen blieben. 


In der vorliegenden Arbeit wird das Fehlen der Chiasmen im ¢ von 
Panorpa durch eine ausfiihrliche Beschreibung des Verhaltens der 
Chromosomen in der ersten meiotischen Teilung sowie durch den Ver- 
gleich mit der Struktur der Tetraden in den wachsenden Oocyten nach- 
gewiesen. 





* Herrn Prof. Dr. F. ScHRaDER zum 70. Geburtstag gewidmet. 
1 Herrn Prof. Dr. H. Bauer danke ich fiir die Anregung zu diesen Untersuchun- 
gen sowie fiir vielseitige Unterstiitzung bei ihrer Durchfiihrung. 
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Zur Untersuchung gelangten Panorpa communis L., P. cognata Rams. und 
P. germanica L. Die Imagines dieser 3 Arten wurden Anfang September 1960 bei 


Zetel in Oldenburg eingefangen. 
Die herauspraparierten Gonaden wurden nach Fixierung in Alkohol-EKisessig 
(3:1) mit Orcein-Essigsiure gefarbt und zu Quetschpraparaten verarbeitet. 


II. Befunde 
Spermatocyten. Die von NAVILLE und DE BEAuMmonrt (1934) mitge- 

teilten haploiden Chromosomenzahlen der 3g von 

P. communis: n = 22 + X(Q), 

P.cognatai n=21 + X(O) und 

P. germanica: n = 20 + X(O) 
wurden bestatigt (Abb. 4, 7a, 9). Der meiotische Formwechsel der 
Chromosomen volizieht sich bei allen Arten in der gleichen Weise, so daB 
sie gemeinsam besprochen werden kénnen. 


P 





Abb. lau. b. Panorpa communis. Spermatocyten Iim Pachytin. a Friihe, b fortgeschrittene 
Wachstumsphase. Vergr. 3000 x 


Vor Beginn der Wachstumsphase der SpermatocytenI sind die 
heterochromatischen Chromosomenabschnitte zu heteropyknotischen 
Massen verklumpt. Dadurch wird eine Analyse der friihesten Prophase- 
stadien verhindert, so daB der Verlauf der primaren Konjugationsvor- 
gange unbekannt bleibt. Nach dem Einsetzen des Kernwachstums erfolgt 
eine Ausbreitung und Entflechtung der vorher miteinander verschlun- 
genen Chromosomen (Abb. 1). Die homologen Chromosomen sind iiber 
ihre ganze Lange eng gepaart und besitzen eine typische Pachytan- 
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struktur. Ihr Paarungsspalt ist deutlich ausgepragt und gibt sich auch 
an der paarweisen Anordnung von Sammelchromomeren zu erkennen 
(Abb. 1b). Wahrend des friihen Pachytans sind die Homologen haufig 
spiralig umeinandergewunden (Abb. la, 2a, b, 3b). Oft ist ihre Ver- 
bindung so eng, da der Paarungsspalt nur abschnittsweise oder mit- 


7 





f eo i ne ee 

Abb. 2a—d. Pachytiainchromosomen aus Spermatocyten von P. communis (a—c) und 

P. germanica (ad). a—c Friihes Pachytiin. ec Terminale Assoziation der Heterochromatin- 
abschnitte zweier Bivalente, d spites Pachytén. Vergr. 3000 x 


Die Pfeile mar- 
kieren die heterochromatischen Endknépfchen der euchromatischen Chromosomenschenkel. 
Vergr. 3000 x 





unter auch gar nicht in Erscheinung tritt (Abb. 2c), doch ist er im fort- 
geschrittenen Pachytan stets durchgehend sichtbar. Eine geringe Ten- 
denz zur Zusammenlagerung und Verklebung der heterochromatischen 
Chromosomen-Enden besteht auch noch im Pachytan und fihrt in 
Einzelfallen zur terminalen Assoziation von zwei oder mehreren Biva- 
lenten (Abb. 2c). Mit zunehmendem Spermatocytenwachstum kommt 
es im spateren Pachytaén zu einer voriibergehenden Lockerung der 
Paarung. Sie beschrankt sich auf die euchromatischen Chromosomen- 
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bereiche und fiihrt zu einer Erweiterung des Konjugationsspaltes, ohne 
eine vollstandige Trennung der Partner in den euchromatischen Schen- 
keln zu erreichen (Abb. 2d, 4, 5); nur deren distale Enden sind vielfach 
etwas auseinandergespreizt (Abb. 4, 5c, d). Durch das geringfiigige Aus- 
einanderweichen der euchromatischen Chromosomenabschnitte tritt die 





Abb. 4. P. cognata. Spermatocyte I, mittleres bis spites Pachytin. N Nukleolus, 
7 euchromatisches Bivalent, X X-Chromosom, J—<é Satellitenchromosomen 


Pachytanstruktur der Chromosomen, die noch keinen Aquationsspalt 
und das Fehlen von Chiasmen erkennen lassen, noch deutlicher hervor 
(Abb. 4, 5). 

In der Phase verringerter Paarungsintensitat schlieBen die Spermato- 
cyten I ihr Wachstum ab. Bei Beginn der bald einsetzenden Verkiirzung 
der Chromosomen legen sich die euchromatischen Abschnitte der Homo- 
logen wieder dicht aneinander, so daB abermals iiber ihre ganze Lange 
eng gepaarte Bivalente vorliegen, die nun wahrend der gesamten Kon- 
traktionsphase ihre Pachytanform beibehalten (Abb. 6—9). 

Das univalente X-Chromosom ist total heterochromatisch. Es liegt 
in der friihen Prophase I stets einem Nukleolus an und hat die Gestalt 
eines aus 2—4 Blaschen zusammengesetzten Kérpers. Der hell erschei- 
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nende Innenraum der einzelnen Kigelchen wird von einem intensiv 
angefarbten Ring umschlossen (Abb. 4, 6, 9). Bis zum Beginn der 
Kontraktionsphase schwankt die Anzahl der Blaschen bei allen Arten 
und selbst in Spermatocyten gleichen Entwicklungsstadiums. Nach der 
Loslésung vom Nukleolus aber vereinigen sie sich wahrend der Kon- 
traktionsphase zu einem einzigen kugelférmigen Gebilde (Abb. 7a), aus 
dem sich das X-Chromosom bis zur Metaphase I zu V-férmiger Gestalt 
entwickelt. 

Kennzeichnend fiir die Autosomen der Panorpa-Arten ist ihr asymme- 
trischer Bau, auf den schon BavEr (1946a) hingewiesen hat. Er beruht 
auf dem Besitz eines groBen ?? ‘. 
heterochromatischen, meist f i Sp 
endstindigen Abschnitts, 7 
der bereits im friihen Pachy- 7 
tin stark kontrahiert und 
intensiv angefarbt ist (Abb. 2 es 
u. 3). Die ChromoSomen von = 4 i { 
P. germanica haben kiirzere I (i q 
Heterochromatin-Enden als as ii # Rg 
die meisten Chromosomen  ::: 7 sa 
der anderen Arten (vgl. 1] \\ ti 
Abb. 2d und 5 mit Abb. 2a a b c d 
bis o und 3). Kin vollkom- “"Dayia: se Caroma os Gentes” 
men euchromatisches Biva- Spermatocyte herausgezeichnet 
lent findet sich nur bei P. 
cognata und P. germanica (Abb. 4, Chromosom 7; Abb. 7a, Chromosom 11). 
Wie die Abb. 4 zeigt, liegen bei P. cognata die Heterochromatinabschnitte 
ausnahmslos terminal; einige haben einen kleinen Satelliten, von dem sie 
durch eine schon im friihen Pachytan als Nukleolus-Organisator fungie- 
rende sekundare Einschniirung getrennt werden, die in der Kontrak- 
tionsphase wieder riickgebildet wird (Abb. 4, Bivalente 1—5). Nukleolen- 
Chromosomen entsprechender Struktur treten bei allen untersuchten 
Arten auf und liegen haufig zu mehreren einem gemeinsamen Nukleolus 
an. Fast jedes der Autosomen von P. cognata besitzt ein heterochroma- 
tisches Endkn6épfchen am euchromatischen Chromosomenarm (Abb. 3,4); 
bei P. communis und P. germanica 1aéBt sich ein solches mit Sicherheit 
nurineinem Bivalent feststellen (Abb. 7b, Chromosom 2; Abb. 9, Chromo- 

som 4). In je 3 Chromosomenpaaren der letztgenannten Arten ist das 
Heterochromatin auf einen subterminalen, bei jeweils 2 Bivalenten 
relativ kurzen Bereich beschrinkt (Abb. 7, Chromosomen 5, 6 und 7; 
Abb. 9, Chromosomen 1, 2 und 3). Alle iibrigen Autosomen weisen wie bei 
P. cognata einen endstandigen heterochromatischen Abschnitt auf, dessen 
unterschiedliche GréBe den einzelnen Chromosomen typische Gestalt 
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verleiht. Die Abb. 6b—e, 7b und 8 geben die Struktur einiger Bivalente 
bei starkerer Vergr6éBerung wieder. 

In allen analysierbaren Spermatocyten des einzigen fiir die Untersuchung zur 
Verfiigung stehenden ¢ von P. cognata sowie in einigen Zellen von P. germanica 
fand sich ein abweichend gebautes Bivalent, bei dem die Homologen iiber ihre 
ganze Lange invertiert gepaart zu sein scheinen (Abb. 4, Bivalent 6). Diese noch 
unerklarte Erscheinung erfordert Untersuchungen an umfangreicherem Material. 





Abb. 6a—e. P.germanica. a Spermatocyte I, friihe Kontraktionsphase, Vergr. 2000 x. 
b—e Einzelne Bivalente der in a wiedergegebenen Zelle (Pfeile) in staérkerer VergréBerung 
(3000 x). X X-Chromosom, N Nukleolus 


Der durch die partielle Heterochromatinie charakterisierte Bau der 
Chromosomen von Panorpa zeigt besonders klar, daB die Bivalente im 3 
auch in den spateren Stadien der Prophase I ihre Pachytanform bewahren 
und keine Chiasmen bilden (Abb. 6—9). Die in normalen Meiosen mit 
Beginn der diploténen Chromosomenverkirzung stattfindende Ausbil- 
dung des Aquationsspalts und das Auseinanderweichen homologer Chromo- 
somenabschnitte unterbleiben bei den Panorpa-3g. Die Bivalente 
behalten ihre enge Paarung bei und erfahren bis zur Metaphase I nur 
eine Kontraktion. Erst bei der Einordnung in die Aquatorialplatte setzt 
in der Kinetochorregion die Partnertrennung ein, indem die Spindel- 
ansatze der Homologen auseinandergespreizt und auf die Pole orientiert 
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werden (Abb. lla, linkes Bivalent). In der friihen Anaphase I greift 
die Trennung der Homologen auf die proximalen Bereiche iiber und 
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Abb. 7a u. b. P. germanica. a Spermatocyte I, Kontraktionsphase. 
sind in b in doppelter VergréGerung herausgezeichnet. 5—?7 Bivalente mit subterminalem 
Heterochromatinabschnitt, 11 euchromatisches Bivalent. N Nukleolus, X X-Chromosom 


schreitet gleichmaBig distalwarts fort, so daB in den ungleichschenkligen 
Bivalenten die kiirzeren Chromosomenarme zuerst frei werden (Abb. 10 
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bis 12). DaB auch die etwas spater abgeschlossene Trennung der langeren 
Chromosomenschenkel nicht auf das Vorhandensein etwa verdeckt ge- 
bliebener Chiasmen, sondern allein auf die beiderseits der Kinetochor- 
region ungestért erfolgende Lésung der Partner zuriickzufihren ist, zeigt 
die glatte Trennung der Chromosomenenden in allen Bivalenten (Abb. 12). 
Gleichzeitig mit der anaphasischen Teilung der Bivalente tritt nun auch 
der Aquationsspalt hervor, der in Abb. 12b (Mitte) bei 2 Bivalenten, die 
noch mit jeweils einem (in der Bildebene hinteren) Chromosomenarm 
verbunden sind, erkennbar ist. Das univalente X-Chromosom wird, 
wie schon NavILLE und pz Beaumont (1934) beobachteten, in der 
Anaphase I reduktionell ver- 
teilt und wandert den Auto- 
somen voran (Abb. 12b). 





Der weitere Verlauf der 





Ve iF & 4 se “3  Spermatogenese bietet keine 
=. tie HS ~~ Besonderheiten. 
Abb. 8a—e. P.germanica. Photos der Bivalente t Die ie ick- 
8 (a), 9 (b) und 10 (c) aus der in Abb. 7a ——. Bientwick 
dargestellten Spermatocyte. Vergr. 3000 x lung von P. communis wah- 


rend des Pachyténs und der 
Karyospharenbildung wurde bereits von BavEr (1933) dargestellt. 
Die Konjugationsvorgange konnten auch in der vorliegenden Arbeit 
infolge zu geringen Materials (nur wenige 92 von P. communis und 
P.germanica) nicht verfolgt werden; doch wurden einige Leptotan- 
stadien gefunden, in denen die euchromatischen Chromosomenabschnitte 
zu langen, zarten Faden entspiralisiert sind, wahrend die heterochroma- 
tischen Chromosomensegmente stark kontrahiert bleiben und unter- 
einander zu heteropyknotischen Haufen verklebt sind. Auch nach dem 
Abschlu8B der Paarung der Homologen bleibt die Assoziation der hetero- 
chromatischen Abschnitte zunachst noch erhalten und wird erst mit 
dem Einsetzen der diplotaénen Verkiirzung der Chromosomen gelést. 


Im Anschlu8 an das Pachytan durchlaufen die wachsenden Oocyten 
ein normales Diplotan, in dem die Chromatiden paarweise auseinander- 
weichen und nur noch durch die Chiasmen zusammengehalten werden. 
Durch die bei der Lésung der Paarung aus der asymmetrischen Pachytan- 
form der Bivalente entstehende symmetrische Gestalt der Tetraden, 
deren heterochromatische Abschnitte stark kontrahiert sind, wird der 
chiasmatische Zusammenhalt der Homologen besonders klar demon- 
striert (Abb. 13). In allen analysierbaren Tetraden der Abb. 13 treten 
die Chiasmen nur in den euchromatischen Chromosomenabschnitten auf. 
Etwa die Halfte der Bivalente besitzt ein interstitielles Chiasma und liegt 
daher als Kreuztetrade vor. Fast alle iibrigen Chromosomenpaare sind 
infolge eines terminalen Chiasmas endweise miteinander verbunden 
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Abb. 9. P.communis. Spermatocyte I, Kontraktionsphase. 1J—3 Bivalente mit sub- 

terminalem Heterochromatinabschnitt. 4 Bivalent mit heterochromatischem Endknépfchen,. 
N Nukleolus, X X-Chromosom 





(Abb. 13b). Nur ein Bivalent scheint 2 Chiasmen, ein interstitielles und 
ein terminales, zu besitzen und hat die Gestalt einer Ringtetrade (Biva- 
lent VI in Abb. 13b). Die Abb. 14 gibt einige Tetraden aus dem in 
Abb. 13 dargestellten Kern bei stirkerer VergréBerung wieder. 
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Dem Diplotanstadium folgt mit weiterem Oocytenwachstum die 
Karyospharenbildung, bei der die Tetraden zu einer einheitlichen Masse 


verkleben (BAUER 1933). 
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Abb. 10a u. b 


Abb. 10a u. b. P. communis. a 
Spermatogenese. Vergr. 3000 x 


Abb. llau. b 
Bivalent in beginnender, b in friiher Anaphase I der 


Abb. lla u. b. P. communis. Spermatogenese. a Bivalente in Meta- und beginnender 
Anaphase I, b in friiher Anaphase I 
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Abb. 12a u. b. P. communis. Spermatocyte I, friihe Anaphase. Photo und Zeichnung. 


In a ist das X nicht dargestellt 
III. Diskussion 
Die Darstellung des Verlaufs der Spermatogenese von Panorpa zeigt, 


daB bei allen hier untersuchten Arten im 3 eine atypische, durch den 
Ausfall der Chiasmenbildung gekennzeichnete Meiose vorliegt. Sie ist 
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Abb. 13a u. b. P. communis. Oocyte I, Diplotin. Photo und Zeichnung. N Nukleolus 
Chromosoma (Berl.), Bd. 12 15 
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in der gleichen Weise atypisch wie die chiasmenfreien j3-Meiosen anderer 
Insekten, z. B. Drosophila (DARLINGTON 1934, DoBzHAaNSKY 1934). Das 
friihe Pachytan gleicht, ahnlich den Verhaltnissen in der achiasmatischen 
Spermatogenese von Callimantis antillarum (WuITE 1938, HuGHEs- 
ScHRADER 1943a), noch véllig dem Pachytanstadium normaler Meiosen. 
Erst im spaéteren Pachytan setzt ein abweichendes Verhalten der Chromo- 
somen ein: Eine auf die euchromatischen Chromosomenabschnitte 
begrenzte Verringerung der Paarungsintensitat bewirkt eine Verbreite- 
rung des Konjugationsspalts, fiihrt aber nicht zu einer diplotanartigen 











rs 4 h . 


Abb. 14. P.communis. Die Tetraden J—V der in Abb. 13b dargestellten Oocyte in 
doppelter VergréBerung herausgezeichnet 


AbstoBung der Homologen, sondern mit Beginn der Chromosomenver- 
kiirzung nehmen die Bivalente wieder tiber ihre ganze Lange engen Kon- 
takt auf und behalten wahrend der gesamten Kontraktionsphase wie 
bei Callimantis oder Drosophila bis zur Metaphase I ihre vollstandige 
Paarung bei. Das Fehlen der Chiasmen zeigt sich auBerdem an dem 
bis zur friihen Anaphase I verzégerten Auftreten des Chromatidenspalts 
sowie an der glatten anaphasischen Trennung der Bivalente, die keine 
Anzeichen fiir das Vorhandensein verdeckter Chiasmen bietet. 

Einen weiteren Nachweis fiir die Abwesenheit der Chiasmen in der 
Spermatogenese liefert der Vergleich mit der Struktur der Bivalente 
in den wachsenden Oocyten I von P. communis und P. germanica, die 
vor der Karyospharenbildung ein normales Diplotanstadium ausbilden, 
in dem die Chiasmen auftreten. 

Ob mit dem Ausfall der Chiasmen in den Panorpa-3¢ auch der Fak- 
torenaustausch fehlt, kann nur durch genetische Untersuchungen oder 
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durch die cytologische Analyse der Anaphase I von Inversionshetero- 
zygoten entschieden werden (BAUER 1946b). Eine Parallelitét von 
fehlendem Faktorenaustausch und dem Ausbleiben der Chiasmenbildung 
wurde fir die gg von Drosophila pseudoobscura (DARLINGTON 1934, 
DoszHansky 1934) und Phryne fenestralis nachgewiesen (BAUER 1946b). 
Die Befunde Cooprrs (1949) an Drosophila melanogaster jedoch zeigen, 
daB bei 1—7,6% der Bivalente im g Chiasmen vorhanden sind, obwohl 
kein crossing-over erfolgt. Daraus geht hervor, daB die Chiasmen nicht 
in jedem Fall als Anzeichen fiir stattgefundenen Faktorenaustausch zu 
werten sind. 

Achiasmatische Meiosen sind bei zahlreichen Tieren aus verschie- 
denen, doch relativ wenigen systematischen Gruppen bekannt geworden. 
Bereits bei den Protozoen scheinen sie weit verbreitet zu sein. BAUER 
(1946 b) hat darauf hingewiesen, daB aus den Abbildungen B&iaRs fiir 
das Heliozoon Actinophrys (BELAR 1923) und das Coccid . Aggregata 
(BELAR 1926) das Fehlen der Chiasmen zu entnehmen ist. Fir die 
Foraminiferen liegen entsprechende Bilder von LE CaLveEz (1950) vor, 
doch findet Grextt (1958) in der Meiose von Rubratella Ringtetraden, 
die durch das Vorhandensein von Chiasmen entstanden sein kénnten. 
Weitere Falle chiasmenfreier Meiosen finden sich z. B. bei den Gregarinen 
(GRELL 1940) und hypermastiginen Flagellaten (CLEVELAND 1949). 

Unter den Metazoen sind achiasmatische Meiosen auBer von den 992 
einiger Copepoden (zuletzt W. BEERMANN 1954, S. BEERMANN 1959) so- 
wie den 3 einiger Acarinen (Kzyx 1957) und wahrscheinlich Mollusken 
(Key 1955, 1956) vor allem von Insekten bekannt. Unsere Kenntnis 
tiber ihre Verbreitung innerhalb der Insekten beschrankt sich jedoch 
bisher auf nur wenige Ordnungen. Neben der Spermatogenese verein- 
zelter Mantiden-Arten (WHITE 1938, 1941; HuacHES-SCHRADER 19438a, b, 
1950) verlaufen die j-Meiosen vieler Dipteren achiasmatisch, wahrend 
die Verhaltnisse bei den Skorpionen, fiir die widersprechende Ergebnisse 
vorliegen, noch unklar sind (vgl. WurrE 1954, S. 232). Lassen frithere 
cytologische Untersuchungen — entsprechend dem fehlenden Faktoren- 
austausch bei den 92 von Bombyx mori — das Fehlen der Chiasmen 
in der Oogenese der Lepidopteren vermuten (NAVILLE 1937, FEDERLEY 
1938, Marpa 1939), so konnte jedoch in neuerer Zeit SUOMALAINEN 
(1953) bei Cidaria-Arten nachweisen, daB die Bivalente der 99 ein 
terminal lokalisiertes Chiasma besitzen. Ob das auch fiir die Bombyx- 2° 
zutrifft, miBte durch eine neue Analyse der Oogenese entschieden werden. 

Am weitesten verbreitet ist die chiasmenfreie Spermatogenese bei 
den Dipteren. Sie findet sich bereits bei mehreren Familien der Nemato- 
ceren, so bei Bibioniden, Scatopsiden und Thaumaleiden (Wo.LF 1941), 
bei Phryneiden (BAvER 1946b, WoxF 1950), Blepharoceriden (WOLF 
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1946) und Mycetophiliden (LE CALVEz 1947, Fanmy 1950) sowie bei 
einer Art der Orthocladiinen-Gattung Metriocnemus und bei nur 2 Ver- 
tretern der Tipuliden, Tipula caesia und T.. pruinosa (BAUER und BEER- 
MANN 1952). Unter den orthorrhaphen Brachyceren ist die achiasma- 
tische Spermatogenese nur von Asiliden bekannt (METz und NoniIDEz 
1921, 1923), wahrend sie bei fast allen untersuchten Cyclorrhaphen vor- 
kommt (STEVENS 1908, KEUNEKE 1924, Metz 1926, DartineTon 1934, 
DoBzHANSKY 1934, CoopER 1941, 1944, u.a.); die bisher einzige Aus- 
nahme bildet die Phoride Aphiochaeta, deren 3-Meiose normal verlauft 
(Baricozzi und PETRELLA 1953). 


Die Spermatogenese von Panorpa stellt den ersten Fall einer achias- 
matischen Meiose in der Ordnung Mecoptera dar. Die einzigen anderen 
bisher cytologisch untersuchten Mecopteren, Bittacus italicus (MATTHEY 
1950) und Boreus humeralis (CooPpER 1951), haben eine normale Sper- 
matogenese, in der Chiasmen auftreten. 


Die von den niederen zu den héheren Dipteren zunehmende Ver- 
breitung des achiasmatischen Meiosetyps hatte zunachst zu der An- 
schauung einer monophyletischen Entstehung dieser Meioseart bei den 
Dipteren gefiihrt (WHITE 1949). Auf Grund des Vorkommens von 
normaler und achiasmatischer Spermatogenese in nahe verwandten, der- 
selben Familie angehérenden Nematoceren-Gattungen oder bei Arten 
aus der gleichen Gattung nehmen jedoch Wor (1950) und BavER 
und BEERMANN (1952) eine polyphyletische Entwicklung der achias- 
matischen Meiose an, die dann spater auch Waite (1957) fiir wahr- 
scheinlich halt. 


Durch die an Panorpa gewonnenen Befunde wird die Hypothese eines 
polyphyletischen Ursprungs der achiasmatischen Meiose gestiitzt. Die 
Mecopteren sind eine der phylogenetisch altesten Ordnungen der Neuro- 
pteroiden (im Sinne von WEBER) und stellen die Reste einer im Meso- 
zoikum starker als heute vertreten gewesenen Gruppe dar. Die primi- 
tivste Familie bilden die Meropiden, die cytologisch noch nicht unter- 
sucht wurden, waihrend Panorpiden, Boreiden und Bittaciden speziali- 
sierte Formen sind, unter denen die Panorpa-Arten cytologisch bereits 
durch ihre hohe Anzahl von Chromosomen eine Sonderstellung ein- 
nehmen, die durch den Ausfall der Chiasmenbildung im ¢ noch unter- 
strichen wird. Da die bisher bekannten Meiosen der stammesgeschichtlich 
ungefahr ebenso alten Neuropteren (Megalopteren, Raphididen und 
Planipennier) unter Ausbildung von Chiasmen verlaufen (NAVILLE und 
DE BraumontT 1936, H. O. T. SUOMALAINEN 1952), ist nach unseren bis- 
herigen Kenntnissen anzunehmen, daB innerhalb des Neuropteroiden- 
Stammes erstmals in der Evolution der Mecopteren Bedingungen auf- 
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traten, die zur Auspragung des achiasmatischen Meiosetyps fihrten. 
In welchem Umfang er sich bei den Mecopteren manifestieren konnte, 
mu8 durch die cytologische Analyse weiterer Arten geklart werden, 
doch zeigen die Befunde an Bittacus und Boreus (MaTTHEY 1950, CooPpER 
1951), daB er nicht bei allen Mecopteren verwirklicht ist. Die Dipteren, 
nach den Aphanipteren die phylogenetisch jiingste Gruppe der Neuro- 
pteroiden, weisen zwar enge Verwandtschaftsbeziehungen zu den 
Mecopteren auf und werden allgemein von Mecopteren-ahnlichen Stamm- 
formen abgeleitet (vgl. WurrE 1949), doch stammen sie offenbar von 
solchen Formen ab, bei denen der achiasmatische Meiosetyp noch nicht 
entwickelt war, denn die Meiosen fast aller Tipuliden, der primitivsten 
Dipteren, verlaufen noch in beiden Geschlechtern unter Ausbildung von 
Chiasmen (BAvER 1931, BAYREUTHER 1956, JoHN 1957). Das trifft 
auch fiir die Spermatogenesen einiger anderer Nematoceren zu, so fiir 
die meisten Chironomiden, fiir Culiciden, Psychodiden und Simuliiden 
(MorFret 1936, PArau 1941, Pune 1942, MonraLentr 1946, 1947, 
CaLtLaAN und Montazentr 1947, Sara 1950). Unabhangig von den 
Mecopteren miissen daher die Dipteren die achiasmatische Meiose neu 
erworben haben. Daraus geht hervor, daB bei den Neuropteroiden eine 
polyphyletische Entwicklung der achiasmatischen Meiose stattgefunden 
hat. Wegen ihrer weiten Verbreitung bei den Neuropteroiden (bei 
Mecopteren, Dipteren und vielleicht vereinzelten Lepidopteren) darf 
jedoch angenommen werden, daB schon zu Beginn der Evolution des 
Neuropteroiden-Stammes eine Kombination genetischer Faktoren be- 
stand, die eine wiederholte Neuentstehung der chiasmenfreien Meiose in 
verschiedenen phyletischen Linien erleichterten. 


Zusammenfassung 

1. Die bisherigen Kenntnisse tiber das Verhalten der Chromosomen 
in der Spermatogenese einiger Panorpa-Arten werden erganzt. 

2. Panorpa communis, P.cognata und P.germanica haben eine 
achiasmatische Spermatogenese. Das Fehlen der Chiasmen wird beson- 
ders deutlich durch die asymmetrische Gestalt der eng gepaarten Biva- 
lente demonstriert, die dadurch zustande kommt, daB fast alle Auto- 
somen einen heterochromatischen Endabschnitt besitzen. 

3. In den wachsenden Oocyten I treten normale Diplotanchromo- 
somen mit 1 (—2) Chiasmen auf. 

4. Die an Panorpa gewonnenen Befunde stiitzen die Hypothese einer 
polyphyletischen Entstehung der achiasmatischen Meiose bei den Neuro- 
pteroiden. 
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